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第 一 篇 ”生物 大 分 子 X 射线 晶体 
结构 测定 的 基本 原理 


生物 大 分 子 X 射线 晶体 学 是 应 用 X 射线 衍射 方法 研究 生物 大 分 子 的 晶体 ,揭示 分 子 结 
与 功能 关系 的 科学 。 因 此 为 了 掌握 生物 大 分 子 X 射线 晶体 学 的 基本 原理 ,必须 首先 对 射线 
衍射 法 有 一 个 基本 的 了 解 。 

X 射线 是 一 种 电磁 波 ,能 直线 传播 ,能 使 胶片 感光 ,这 是 大 家 共 知 的 性 质 。 在 晶体 结构 分 析 
中 应 用 的 又 射线 是 波长 在 0. 1nm 左右 的 电磁 波 ,由 于 这 一 波长 与 晶体 内 原子 间 的 距离 具有 同 
一 数量 级 以 及 晶体 结构 内 分 子 排列 的 规则 性 , 当 X 射线 人 射 到 晶体 上 时 ,晶体 中 的 每 一 个 原 
子 都 发 射出 次 生 的 X 射线 ,并 祖 互 干涉 ,形成 一 个 香 射 花样 。 如 果 将 这 个 过 程 与 光学 显微镜 成 
像 相 比较 , 两 者 有 相似 之 处 。 在 显微镜 下 ,一 东平 行 的 可 见 光 入 射 到 一 个 物体 上 ,物体 散射 人 射 
光 , 物 镜 会 聚 散 射 光 而 成 像 。 对 于 X 射线 来 说 ,由 于 还 没有 一 种 材料 可 作为 聚焦 镜 ,因此 不 可 
能 直接 会 聚 散射 学 各 浓 成 物 像 , 看 到 晶体 内 部 的 结构 .但 是 晶体 的 衔 射 花 祥 与 晶体 内 部 的 结构 
有 一 定 的 关系 , 即 术 射 花 祥 内 衍射 点 的 排列 方式 .点 间距 离 的 大 小 与 晶体 内 生物 大 分 子 的 排列 
方式 和 重复 周期 大 小 有 关 , 而 入射 点 的 强度 分 布 与 生物 大 分 子 结构 本 身 的 特点 有 关 。 因 此 ,从 
原则 上 讲 我 们 可 以 通过 分 析 术 射 点 的 排列 方式 和 测量 点 间距 离 的 大 小 来 推算 分 子 在 晶体 结构 
中 的 排列 方式 和 重复 周期 的 大 小 ,以 及 通过 测量 衙 射 点 的 强度 ,应 用 一 系列 数学 方法 , 借 欧 电 
子 计算 机 可 测定 分 子 内 每 个 原子 在 空间 的 坐标 ,从 而 测定 整个 分 子 的 结构 和 晶体 结构 。 

生物 大 分 子 X 射线 晶体 结构 的 测定 工作 ,在 实践 中 要 经 过 一 个 较 复杂 ,长 期 的 过 程 ,大 体 
上 可 以 分 成 第 此 相互 联系 和 影响 的 若干 步骤 ; (1) 培 养 大 的 .质量 好 的 晶体 ,以 及 进行 初步 的 义 
射线 衍射 分 析 ; (2) 重 康子 衍生 物 的 制备 ;(3) 衍 射 数据 的 测量 和 处 理 ;(4) 相 位 的 计算 ; (5) 电疗 
密度 图 的 计算 和 解释 以 及 分 子 模型 的 修正 .在 上 述 几 个 方面 , 品 体 学 家 已 积累 了 许多 成 功 的 经 
验 ,并 有 专门 的 论著 。 

为 了 进一步 理解 X 射线 入 射 法 测定 晶体 结构 的 基本 原理 .本 篇 将 首先 讨论 生物 大 分 子 的 
昌 体 培养 和 介绍 与 晶体 产生 衍射 花样 有 关 的 .最 基本 的 晶体 结构 特征 ;其 次 ,讨论 入 射 花样 中 
入 射 点 的 分 布 与 晶体 内 分 子 重复 的 方式 和 重复 周期 大 小 的 关系 ,衍射 强度 与 电 体 内 分 子 空间 
结构 的 关系 ;第 三 ,讨论 X 射线 的 产生 和 性 质 以 及 记录 衍射 花样 的 一 些 方法 和 原理 ,以 帮助 读 
者 进一步 理解 答 射 花样 的 产生 和 晶体 结构 的 关系 ,并 对 生物 样品 的 纤维 衔 射 图 的 特征 , 作 简 要 
的 说 明 ; 第 四 ,由 入射 花 祥 测定 了 晶体 的 唱 胞 大 小 、 形 状 ,以 及 测量 了 衔 射 强度 ,并 引出 结构 振 
幅 和 解决 相 角 问题 以 后 ,将 应 用 电子 密度 函数 计算 晶体 的 电子 密度 图 ,最 后 适 过 解释 电子 密度 
图 和 不 断 修正 分 子 模型 ,得 到 唱 胞 中 每 个 原子 的 坐标 。 | 
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第 一 章 “ 生 物 大 分 子 的 晶体 培养 


要 进行 X 射线 晶体 结构 分 析 ,首先 要 得 到 适合 于 结构 分 析 的 晶体 。 这 里 所 谓 “适合 于 "和 包 
括 两 层 意思 :第 一 ,晶体 内 部 结构 要 具有 有 序 性 ,是 单 晶 ,不 是 挛 晶 ,否则 无 法 得 到 具有 结构 本 
身 特点 的 衍射 花样 ;第 二 ,晶体 要 有 一 定 的 大 小 和 形状 。 因 为 器 体 术 射线 的 强度 大 体 上 正比 于 
晶体 的 体积 ,而 反比 于 分 子 量 的 大 小 。 - 般 讲 分 子 量 为 50000 左右 的 蛋白 质 分 子 ,需要 
0. 3mm ”或 者 更 大 的 晶体 , 才 有 可 能 作 高 分 辩 率 的 结构 分 析 。 对 于 分 子 量 更 大 的 蛋白 质 分 子 ， 
那 就 需要 更 大 的 晶体 。 为 了 满足 上 述 要 求 ,首先 鉴 使 生物 大 分 子 结晶 ,然后 设法 长 大 。 ， 

应 用 射线 本 射 法 研究 生物 大 分 子 的 晶体 结构 ,当前 最 主要 是 蛋白 质 分 子 和 核酸 分 子 以 
及 它们 的 复合 物 ,而 蛋白 质 和 核酸 分 子 两 者 在 表面 电荷 ,外形 等 方面 昌 有 所 不 同 ,在 结晶 条 件 
上 亦 有 差异 ,但 是 基本 规律 ,方法 还 是 一 致 的 。 所 以 , 存 此 主要 以 蛋白 质 分 子 为 例 , 来 讨论 生物 
大 分 子 唱 体 培养 的 一 般 规 律 和 方法 。 

蛋白 质 结晶 过 程 像 其 他 小 分 子 物 质 一 样 ,是 一 个 有 序 化 过 程 , 即 在 溶液 中 处 于 随机 状态 的 
分 子 转变 成 有 规则 排列 状态 的 固体 ,一 般 认为 要 使 这 种 有 序 尘 过 程 开 始 删 须 要 形成 一 定 大 小 
的 晶 核 ,并 使 分 子 不 断 地 结合 到 形成 的 章 核 上 。 而 一 个 蛋白 质 溶液 能 开始 形成 品 核 ,就 必须 使 
溶液 达到 过 饱和 ,并 保持 一 定 的 条 件 , 使 溶液 中 的 分 子 失去 自由 运动 的 能 量 ( 平 移 , 旋 转 等 ) 而 
结合 到 蝇 核 上 ,形成 新 的 稳定 的 化 学 键 ( 次 级 键 ) ,使 整个 体系 能 量 降低 而 形成 晶体 。 

和 蛋白质、 核酸 等 生物 大 分 子 的 结晶 比 一 般 小 分 子 化 合 物 的 结晶 要 困难 得 多 ,这 是 由 于 这 些 
大 分 子 的 分 子 基 很 高 ,几何 形状 较 复杂 ,表面 带 多 种 电荷 ,因此 分 子 间 相 互 作 用 或 相互 结合 的 
点 很 多 ,而 可 能 形成 有 序 排列 的 关键 结合 点 和 几何 匹配 位 置 又 很 少 ,在 外 界 条 件 ( 如 pH BRE 
不 同 溶剂 等 ?的 影响 下 ,分 子 构象 容易 产生 某 些 变化 ;同时 ,在 大 分 子 结晶 时 ,又 必须 保持 在 水 
合 状态 ,或 者 在 生理 pH 和 温度 条 件 下 。 因此 ,一 般 小 分 子 结晶 的 方法 ,都 不 适合 应 用 于 大 分 子 
的 晶体 生长 ,从 而 使 得 生物 大 分 子 的 晶体 培养 工作 相当 困难 .不 过 在 蛋白 质 和 核酸 的 晶体 培养 
方面 ,经 过 长 期 的 努力 已 积累 了 许多 成 功 的 经 验 ,对 蛋白 质 的 溶解 ,结晶 和 生长 等 方面 也 进行 
了 许多 理论 和 实验 研究 。 长 期 以 来 很 难 培养 出 单 史 的 膜 蛋 白质 ,也 已 培养 出 了 适合 于 X 射线 
衍射 分 析 的 最 体 。 因 此 , 答 某 些 方面 已 有 可 能 根据 生物 学 意义 来 选择 蛋白 质 和 核酸 的 X 射线 
晶体 结构 分 析 的 课题 ,改变 了 以 往 只 能 有 什么 晶体 就 分 析 什 么 晶体 的 状态 。 但 是 从 总 的 方面 来 
说 ,生物 大 分 子 的 晶体 培养 仍然 是 摸索 性 和 经 验 性 的 ,在 某 种 程度 上 还 是 靠 机 遇 。 因 而 许多 重 
大 的 生物 学 课题 由 于 得 不 到 适合 于 分 析 的 晶体 而 长 期 不 能 进行 。 晶 体 培 养 已 成 为 当前 阻碍 提 
高 晶体 结构 分 析 速 度 的 关键 性 问题 . 为 此 人 们 正在 作 进 一 步 的 努力 。 在 物理 学 方面 ,正在 研究 
生物 大 分 子 的 结晶 ,生长 的 复杂 机 理 ;在 自动 化 方面 ,已 设计 和 使 用 了 由 计算 机 控制 的 蛋白 质 
结晶 系统 ;在 微 重力 条 件 下 的 晶体 生长 研究 也 已 引起 了 不 少 科 学 家 的 兴趣 和 重视 。 

要 培养 蛋白 质 或 核酸 的 晶体 最 重要 的 是 分 离 .纯化 ,获得 均一 的 祥 品 ,一般 要 求 电 泳 纯 。 然 
后 使 溶液 达到 过 饱和 ,在 这 个 过 饱和 状态 下 蛋白 质 才 可 能 开始 结晶 ,蛋白 质 溶 液 的 饱和 度 是 随 
溶解 性 的 变化 而 变化 ,而 溶解 性 是 与 蛋白 质 的 浓度 ,离子 强度 ,温度 .pH, 加 入 的 有 机 溶剂 以 及 
与 蛋白 质 结合 的 相反 离子 等 等 有 关 。 
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1.1 影响 蛋白 质 溶解 性 的 因素 


蛋白 质 分 拖 是 具有 一 定 几何 外 形 的 结构 , 它 的 带电 的 、 极 性 的 基 团 分 布 在 分 子 的 表面 . 它 
的 深 解 性 质 可 以 像 任何 其 他 类 型 的 水 溶性 分 子 - 样 来 考虑 。 在 溶液 中 的 水 分 子 与 蛋白 质 表 面 
的 带电 基 团 和 极 性 基 团 相互 作用 ,从 而 在 分 子 周转 形成 一 个 水 展 。 由 于 水 的 高 介 电 常 数 , 使 得 
带电 的 分 于 不 能 相互 结合 而 沉淀 ,从 而 使 蛋白 质 分 子 溶解 二 水 溶液 之 中 。 

1.1.1 离子 强度 

蛋白 质 分 子 可 往 单 地 看 成 是 一 个 大 的 多 价 离子 , 它 的 溶解 性 依赖 于 溶液 的 离子 强度 .而 高 
FAR L= 广 引 CZi,C 为 离子 浓度 ,2; 为 离子 价 。 当 把 中 性 盐 加 入 到 蛋白 质 溶液 中 时 ,在 低 
浓度 时 离子 与 看 白质 分 子 表 而 电荷 相互 作用 形成 离子 层 ,这 种 离子 层 更 好 地 与 水 作用 而 增加 
了 爱 白 质 的 溶解 性 。 这 种 现象 称 为 就 溶 。 而 当 盐 痕 度 增加 到 一 定数 量 时 ,离子 之 问 , 蛋白质 与 
离子 间 相互 争夺 水 分 子 ,结果 导致 了 蛋白 质 分 子 周围 的 水 化 层 的 破坏 而 降低 了 蛋白 质 的 溶解 
性 。 此 现象 称 为 盐 析 。 

蛋白 质 分 子 比 一 般 离子 大 得 多 , 它 的 表面 级 性 基 团 ,带电 基 团 相当 复杂 ,表面 的 有 序 溶剂 
分 子 , 以 及 蛋白 质 分 子 的 固体 状态 等 都 会 影响 蛋白 的 溶解 仁 .但 是 根据 盐 溢 . 盐 析 现 象 , 可 以 改 
变 蛋 白质 的 溶解 性 以 达到 控制 蛋白 质 溶液 的 饱和 度 ,引导 蛋白 质 结晶 。 

不 同 离子 对 蛋白 质 的 溶解 性 的 影响 是 不 同 的 。 小 的 高 电荷 离子 比 大 的 低 电 荷 的 离子 在 盐 
析 方 面 影响 大 ,如 氨 化 钾 对 量 白 质 的 盐 析 影 响 较 小 .一般 讲 磋 酸 钾 、 硫 酸 销 、 硫 酸 匀 . 和 合 榜 酸 销 、 
硫酸 镁 对 蛋白 质 溶解 性 的 影响 按 顺 序 减 小 .总 之 , 盐 对 蛋白 质 洲 解 性 的 影响 正比 于 离子 所 带 的 
电荷 和 浓度 (图 1.1). 
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图 1,1 在 不 同 电解 质 中 -氧化 碳 血 红 蛋 白 的 溶解 性 (25C) 


1.1.2 pH 和 相反 离子 
把 蛋白 质 分 子 看 成 具有 确定 价 的 带电 荷 的 物质 ,显然 是 过 于 简单 ,是 不 合适 的 ,因为 可 以 
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通过 改变 pH 或 加 入 特定 的 结合 离子 (相反 离子 ) 到 圭 白 质 的 极 性 基 团 上 ,从 而 改变 蛋白 质 分 
子 的 带电 性。 一 般 来 说 ,蛋白 质 分 子 带 的 电荷 越 高 , 它 的 溶解 性 武大 , 当 纯 电 荷 为 零 时 它 的 溶解 
性 最 小 。 因 此 可 以 通过 改变 pH 或 加 入 相反 离子 米 改 变 蛋 白质 的 溶解 性 。 pH 的 改变 对 蛋白 质 
溶解 性 的 影响 见 图 1. 2。 
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图 1.2 ÆRE] pH 的 浓 磷酸 缓冲 液 条 件 下 血红 蛋白 的 溶解 性 


1.1.3 温度 

温度 对 蛋白 质 溶解 性 的 影响 较 复杂 。 一 般 讲 ,在 低 离 子 强 度 下 通常 是 随 温度 的 增加 而 增 
加 ,而 在 高 离子 强度 下 绽 白 质 的 溶解 性 随 温度 的 增加 而 降低 。 

1.1.4 有 机 溶剂 

有 机 溶剂 是 影响 蛋白 质 溶解 性 的 重要 因素 。 在 一 定 范围 内 有 机 溶剂 亦 是 通过 争夺 蛋白 质 
分 子 表 而 的 水 分 子 , 以 及 降低 介质 的 介 电 常数 , 减 小 介质 的 有 效 静 电 屏 蔽 ,增加 蛋白 质 分 子 间 
的 静电 相互 作用 ,从 而 降低 蛋白 质 的 溶解 性 。 在 使 用 有 机 溶剂 时 ,要 尽 可 能 在 低温 条 件 下 操作 ， 
以 免 产 生 蛋 白质 变性 


1.2 影响 唱 核 形成 和 晶体 生长 的 因素 


通过 改变 离子 强度 .pH,. 相 反 离 子 类 型 .温度 和 有 机 溶剂 浓度 等 因素 可 以 减少 蛋白 质 的 溶 
解 度 ,最 后 使 溶液 达到 过 饱和 ,而 过 物 和 是 一 种 不 稳定 的 状态 ,在 这 种 状态 下 产生 唱 核 ,其 中 一 
些 唱 核 生长 成 大 的 晶体 。 但 是 ,不 稳定 状态 向 稳定 状态 的 转化 可 以 加 以 控制 ,从 而 达到 产生 较 
少 的 唱 被 以 及 生长 出 大 的 晶体 

在 生物 大 分 子 史 体 培养 中 最 常用 的 沉淀 剂 可 归纳 为 三 大 类 : 盐 类 、 有 机 溶剂 及 聚 乙 二 醇 
类 。 最 常用 的 盐 类 有 琉 酸 发 或 硫酸 钠 、 柠 柑 酸 钠 或 他 檬 酸 镜 , 毛 化 铀 或 氨 化 钾 和 氧化 众 LER 
KALE SHEER ER CHER EA AERE, AMAIAN ZLE, SAR AN, 9 3-2 4-1 RR 
(MPD), 聚 乙 二 酚 (PEG) 最 常用 的 平均 分 子 基 为 2000 一 6000, 但 是 从 400 至 20000 大 小 的 
分 子 量 都 成 功 地 用 于 蛋白 质 结 上 天 。 聚 乙 二 醇 分 子 量 的 大 小 对 促使 蛋白 质 结晶 有 些 影响 ,但 是 、 
尚未 发 现 有 明显 的 .确定 的 关系 .用 于 结晶 的 聚 乙 二 醇 的 浓度 ,一 般 在 4% 至 18%% 范 围 以 内 。 聚 
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乙 二 醇 的 作用 证 归 是 改变 原来 水 的 结构 ,而 与 水 形成 复杂 的 网 状 结构 .从 而 促使 溶剂 排斥 借 白 
质 分 子 而 减少 溶解 性 ,最 后 使 蛋白 质 结晶 。 聚 乙 二 酵 是 目前 较为 广泛 使 用 的 沉淀 妆 之 一 。 

由 于 蛋白 质 分 了 溶液 达到 人 饱和、 过 饱和 状态 的 情况 较 复杂 ,在 平衡 过 程 中 有 离子 和 分 - 子 间 

的 相互 作用 .因此 对 于 如 何 产生 晶 核 和 长 成 大 的 晶体 了 解 得 还 很 不 够 .根据 对 小 分 子 物质 续 唱 
的 研究 , 唱 体 的 形成 取决 于 一 个 一 定 大 小 的 晶 核 的 形成 ,如 果 产 生 指 唱 核 太 小 就 可 能 溶解 。 
定 大 小 的 晶 核 可 能 包含 10 至 200 个 分 子 ,形成 的 时 间 随 条 件 而 变化 ,成 核 的 速度 明显 地 随 过 
饱和 度 而 变化 ,溶液 达到 某 一 过 饱和 度 时 ,成 核 速 度 就 迅速 增加 。 为 了 减少 成 核 的 数量 ,从 无 控 
制 唱 体 的 数量 ,必须 尽 可 能 地 使 溶液 慢 慢 地 达到 过 饱和 度 , 以 及 使 过 饱和 度 尽量 地 低 。 因 此 加 
沉淀 剂 时 应 该 尽 可 能 地 慢 . 以 免 局 部 产生 过 饱和 。 

在 溶液 中 某 些 外 来 的 微粒 可 能 作为 成 核 中 心 ,而 使 蜡 核 更 多 ,因此 应 该 尽 基 避 免 有 尘 痊 ， 
或 离心 除去 ;在 实验 过 程 中 要 尽 可 能 避免 产生 小 的 气泡 .在 使 用 有 机 溶剂 作 沉淀 鲁 时 要 特别 小 
心 , 因 为 稍 有 不 慎 很 可 能 引起 洁白 质变 性 ,产生 不 必要 的 成 核 中 心 ;通常 蛋白 质 应 该 很 纯 SL 
质 溶液 不 要 保存 太 久 ,以 免 蛋 日 质变 性 。 因 此 在 开始 培养 晶体 前 ,应 首先 将 准备 结晶 的 蛋白 质 

和 蛋白质 的 浓度 对 晶体 的 生长 亦 是 一 个 重要 的 因素 .大 的 晶体 往往 在 高 浓度 、 低 过 饱和 度 情 
况 下 产生 ,这 是 由 十 高 浓度 蛋 日 质 溶液 提 信 了 足够 量 的 分 子 ,满足 ”晶体 生长 的 需要 。 如 果 可 
能 向 结晶 的 溶液 中 引进 一 些 晶 种 ,有 利于 减少 成 核 , 生 长 出 大 的 晶体 。 


1.3 结晶 技术 


要 使 生物 大 分 子 结晶 和 生长 出 大 的 晶 本 .最 关键 的 是 控制 过 和 饱和 度 的 址 和 速度 ,过 饱和 度 
要 低 , 而 速度 要 尽 可 能 地 慢 。 为 达到 .上述 目 的 ,下 面 介 绍 -一些 在 实践 中 应 用 较 成 功 的 培养 晶体 
的 技术 。 

1.3.1 微量 荧 汽 扩散 法 

小 分 子 结晶 一 般 用 蒸发 溶剂 使 溶液 浓度 增加 的 办 法 来 结晶 ,但 是 这 种 方法 不 适合 于 蛋白 
质 的 结晶 .因为 营 发 的 程度 很 难 控 制 ,而 往往 使 重 折 质 溶 沾 内 的 盐 首先 结晶 ,或 者 使 整个 蛋白 
质 水 合 体 系 失 水 而 使 蛋白 质变 性 。 为 克服 这 一 缺点 ,根据 蒸发 扩散 的 原理 ,设计 了 悬 滴 法 和 坐 
滴 法 。 这 些 方法 最 关键 的 地 方 就 是 使 某 种 蛋白 质 结 唱 所 需 盐 的 浓度 与 略 低 于 这 种 盐 浓 度 的 蛋 
白质 溶液 在 一 个 封闭 体系 内 蒸发 扩散 ,最 后 达到 平衡 而 使 蛋白 质 深 液 内 盐 浓 度 增 加 ,蛋白 质 溶 
解 性 降低 ,达到 过 饱和 币 结 晶 。 

1.3.1.1 EHE 

这 种 方法 最 适用 于 微量 的 筛选 结晶 条 千 。 每 个 蛋白 质 溶液 的 样品 只 需 Sul 或 者 10pl ,平衡 
液 只 需 lml。 因 此 每 次 实验 可 根据 需要 设计 ,例如 可 先 配 制 一 系列 不 同 浓度 的 沉淀 剂 溶液 , 作 
为 平衡 液 ,然后 转移 到 各 个 封闭 小 室内 ,与 含有 低 于 平衡 液 50% 节 沉淀 剂 的 蛋白 质 悬 滴 液 扩 
散 平 衡 ( 图 1. 3) 。 最 后 根据 实验 结果 筛选 出 一 种 沉淀 剂 浓度 作为 最 佳 结晶 条 件 . 具体 实验 可 采 
用 16 妃 的 塑料 组 织 培养 盒 进行 ,每 个 孔 内 加 入 一 定 基 的 平衡 液 。 每 一 个 蛋白 质 母 液 悬 滴 加 在 
预先 硅化 好 的 盖 玻 片上 ,然后 把 盖 玻 片 合 盖 在 小 池上 。 为 防止 蒸发 扩散 时 漏 汽 ,必须 在 盖 玻 片 
与 池 边 缘 间 加 少 基 凡士林 密封 。 


en 


1.3.1.2 iE 

原理 与 悬 滴 法 相同 ,不 同 之 处 仅 为 液 滴 体积 增 大 ,如 50d 或 更 大 (图 1.4) 。 这 种 方法 较 易 
生长 出 大 的 埋 体 ,重复 性 较 好 ,但 是 蛋白 质 用 基 较 大 ,适合 于 已 大 体 知 道 结 品 条 件 e IECUR EE 
量 的 样品 可 人 殿 使 用 。 其 缺点 是 晶体 有 时 贴 在 容器 底部 而 不 易 肥 出 :导致 损坏 晶体 。 
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图 1.3 水 意 悬 滴 法 装置 图 1.4 示意 坐 滴 法 


1.3.2 平衡 透析 法 
利用 半 透 膜 允 许 小 分 子 透 过 而 不 允许 大 分 子 透 过 的 性 质 ,来 调节 蛋白质 溶液 的 离子 强度 
或 pH 值 ,使 蛋白 质 溶液 慢 慢 地 接近 过 饱和 度 。 这 种 方法 的 优点 是 :通过 有 控制 的 扩散 ,改变 结 
齐 的 条 件 , 从 而 慢 慢 地 到 达 晶 核 形 成 点 。 盟 体 的 生长 亦 可 不 断 地 调整 ,已 经 产生 的 沉淀 或 者 微 
网 可 通过 外 部 条 件 的 改变 重新 溶解 。 这 种 方法 可 以 在 低 离子 强度 条 件 下 应 用 传统 的 盐 析 方法 
结晶 , 它 既 适 用 于 大 批量 的 结晶 , 亦 可 应 用 于 微量 的 结晶 。 
1.3.2.1 微量 扩散 小 室 法 
较 普 遍 使 用 的 微量 扩散 小 窒 是 十 有 机 玻璃 加 工 而 成 的 ,小 室 直径 2 一 -3mm ,高 4 一 5mm。 
和 蛋白质 母液 加 在 小 室内 ,上 端 封 -一 半 透 膜 ,然后 把 小 室 放 到 相应 的 平衡 透析 液 内 。 蛋 白质 母液 
内 的 条 件 通 过 半 透 膜 与 外 部 溶液 平衡 透析 而 改变 (图 1. 5)。 
1.8.2.2 梯度 透析 法 
为 更 慢 地 控制 扩散 速度 ,减少 成 核 的 数量 可 
用 具有 双 层 透析 膜 的 梯度 透析 装置 ,如 图 1. 6 所 
示 。 第 一 级 透析 装置 可 以 用 微量 扩散 小 室 ,而 第 一 


EDI. 级 透析 装置 用 体积 较 大 的 容器 。 透 析 渡 的 体积 和 
= ban 浓度 根据 实验 设计 要 求 逐 级 增 大 和 提高 ,第 一 级 
MS Sanaa 溶液 的 浓度 低 于 第 二 级 溶液 的 浓度 。 

平 血液 1.3.3 一 批 结 唱法 


这 种 方法 的 要 点 是 控制 所 加 沉淀 剂 的 量 而 使 
f 蛋白 质 溶液 逐步 地 达到 低 过 饱和 度 。 当 溶液 远离 
¿ukasa 侈 和 状态 时 所 加 沉淀 剂量 的 多 少 对 达到 低 过 饱和 
状态 影响 不 大 ,但 到 临界 于 过 饱和 状态 时 ,这 个 量 
的 控制 就 较 困难 。 因 为 完全 可 能 在 略为 过 量 时 ,就 使 溶液 达到 过 饱和 而 大 量 形 或 晶 核 .为 了 克 
服 这 种 困难 以 及 筛选 某 一 种 合适 的 条 件 ,可 采取 配制 一 系列 蛋白 质 法 度 递减 和 沉淀 剂 浓 庆 弟 
增 的 溶液 ,观察 在 娜 一 种 条 件 下 产生 较 好 的 晶体 ,例如 首先 配 小 量 的 (300pl) 低 离子 强度 的 高 
浓度 蛋白 质 母液 ,然后 从 上 述 母液 中 取出 1/10 量 (30kl)? 放 在 一 个 试管 内 ,再 向 上 述 母液 中 加 
A 1/10 量 (30p1) 的 溶剂 至 30051, 这 样 蛋白 质 浓 度 就 降低 了 1/10 量 。 重复 上 述 步骤 ,最 后 配 得 
了 一 系列 浓 庆 递减 的 蛋白 质 溶液 。 然 后 对 每 一 个 30pl 溶液 按 下 述 方法 ,配制 成 含有 递增 的 沉 
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淀 剂 浓 度 的 溶液 。 从 3001 溶液 中 取出 3kl, 放 在 一 个 小 管内 ,然后 再 向 溶液 加 入 3pl 沉淀 剂 至 
30x1。 然 后 再 取出 3ul 溶液 ,再 加 入 3pl 沉淀 剂 。 以 此 重复 到 所 需 的 浓度 条 件 为 止 。 

经 过 一 段 时 间 的 放置 和 观察 ,根据 样品 溶液 产生 沉 演 或 晶体 的 情况 ,就 可 得 到 有 关 样 品 深 
解 性 与 晶体 形成 之 间 关 系 的 结 i 
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1.3.4. 利用 溶解 性 的 温度 梯度 结晶 法 

某 些 蛋 白质 在 较 高 温度 下 ,其 溶解 性 高 于 室温 下 的 溶解 性 ,因此 可 以 在 较 高 温度 下 配制 远 
离 过 饱和 度 的 溶液 ,然后 有 控制 地 降低 温度 ,使 之 慢 慢 地 接近 于 过 忽 和 度 。 例 如 在 较 高 的 温度 
下 (40C) 配 制 低 离子 强度 的 蛋白 质 溶液 ,放置 在 保温 瓶 内 ,然后 再 放置 在 隔 热 的 箱子 内 ,让 箱 
子 慢 慢 地 降低 温度 (图 1.7)。 随 着 温度 的 降低 ,溶液 达到 过 饱和 度 而 结晶 。 

1.3.5 品种 接种 或 重复 接种 法 

当 某 种 蛋白 质 在 应 用 各 种 微 直 结 卓 法 试验 后 , 仅 能 得 到 小 晶体 而 得 不 到 足够 大 的 适合 于 
分 析 用 的 范 体 时 ,就 可 试验 用 接种 或 重复 接种 方法 来 培养 晶体 .这 种 方法 是 把 已 得 到 的 小 晶体 
经 选择 、 清 洗 后 接 入 到 新 配制 的 结晶 母液 中 , 作 蝇 体 生长 的 蝇 核 ,然后 采用 上 面 介绍 的 任何 一 
种 晶体 培养 方法 继续 设法 使 晶 种 长 大 成 适合 于 分 析 用 的 大 晶体 。 

晶 种 的 来 源 :(1) 由 微量 法 得 到 的 小 晶体 (0.01-…0. imm) ,或 者 由 其 他 方法 得 到 的 更 小 的 
微 曲 (2) 电 符 生 的 针 状 的 或 片 状 的 晶体 ,经 精心 分 离 .切断 ,挑选 的 单 品 片段 。 晶体 的 选择 .最 
好 在 偏光 显微镜 下 进行 ,这 样 容易 选取 外 形 规整 ,无 裂纹 .又 不 是 挛 生 的 小 晶体 或 晶体 片段 为 
dk fh. 

晶 种 的 转移 : 选 好 的 晶 种 ,在 接种 前 需 在 ERREEN tt HR CD T IC Pb th ph 
面 府 着 的 晶体 碎片 和 变性 蛋白 ,并 使 晶体 表面 新 鲜 , 沉 淀 剂 浓度 - ' 般 咯 高 于 原 晶 种 生长 时 的 流 
度 ,以 免 在 清洗 过 程 中 溶解 。 经 多 次 清洗 后 的 晶 种 ,借助 玻璃 毛细 吸管 (图 1. 8) 或 者 用 - 端 前 
成 饼 状 的 动物 毛发 ,小 心地 转移 到 新 配制 的 晶体 生长 母液 中 -在 转移 过 程 中 一 定 要 保证 日 种 的 
完整 , 间 时 要 注意 尽 可 能 地 减少 把 清洗 晶 种 的 溶液 带 入 新 鲜 母液 ,以 防 改变 母液 浓度 。 母 液 中 
让 白 质 和 沉淀 剂 浓 度 应 根据 康 品 体 生长 时 的 条 件 , 经 试验 决定 ,一 般 为 蛋白 质 浓度 略 低 于 原 吊 
种 生长 时 的 浓度 ,而 沉淀 剂 浓 度 略 高 于 原 晶 种 生长 对 的 浓度 。 这 样 既 能 保 让 唱 种 移入 后 不 溶 
解 ,又 有 利于 晶 种 的 生长 。 

da FER AE E :已 转移 到 母液 中 的 晶 种 ,可 采用 前 面 已 介绍 的 任何 -种 微量 晶体 培养 法 促使 
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璃 毛细 管 


图 1.8 mds 


WREEK . 增 大 。 如 果 经 一 次 接种 后 , 尚 不 能 达到 足够 大 ,可 将 该 晶体 再 作为 卓 种 ,并 按 上 
述 步 骤 再 清洗 转移, 生长。 如 还 不 能 满足 要 求 ,可 再 重复 接种 ,直至 获得 符合 要 求 的 单 昌 为 
jp mnia 


第 二 章 ”晶体 结构 的 共同 特征 


生物 大 分 子 如 蛋白 质 .核酸 ,分 子 量 很 高 ,结构 复杂 ,而 且 具 有 多 种 多 样 的 生物 功能 ,与 -… 
般 的 无 机 .有 机 分 子 有 本 质 的 差别 .但 是 , 当 这 些 物质 在 一 定 条 件 下 形成 晶体 时 ,它们 都 遵循 着 
最 普遍、 最 共同 的 规律 , 即 整个 晶体 结构 保持 能 量 最 低 状态 -。 由 此 ,晶体 结构 内 部 分 子 (原子 或 
离子 ) 的 厘 列 必然 共有 规则 性 和 最 密 纵 积 性 .这 种 排列 上 的 规则 性 和 密 堆积 性 集中 反映 在 晶体 
结构 都 具有 周期 性 和 对 称 性 这 样 的 共同 特征 上 。 正 是 这 些 共同 特征 决定 了 晶体 能 作为 光栅 而 
使 X 射线 产生 衍射 ,以 及 品 体 具有 一 定 的 熔点 和 各 向 异性 等 物理 ,化 学 特性 。 在 这 里 主要 讨论 
与 X 射线 入 射 法 有 关 的 共 辣 特征。 


2.1 晶体 的 空间 格子 . 品 胞 和 晶 面 指标 


2.1.1 dibus 

晶体 是 在 自然 界 或 实验 室 条 件 下 ,生成 多 面体 形状 的 国体 .虽然 在 某 些 生长 条 件 下 唱 订 的 
多 面体 外 形 可 能 不 明显 ,但 是 天 然 的 多 面体 外 形 是 晶体 外 部 最 明显 的 共同 特征 ,例如 日 常 在 实 
验 室 看 到 的 氯 化 钠 、 硫 酸 铵 等 晶体 ,以 及 胰 蛋 白 酶 .胰岛 素 等 生物 大 分 子 晶 体 , 虽 然 化 学 组 成 各 
性 质 各 不 相同 ,但 都 具有 规则 的 多 面体 外 形 。 这 一 外 部 的 共同 特征 反映 了 各 种 物质 的 晶体 具有 
内 部 结构 上 的 共同 特征 。 

2.1.1.1 晶体 结构 的 周期 性 

晶体 结构 内 部 最 重要 的 共同 特征 是 分 子 (原子 .离子 ) 在 空间 排列 上 的 周期 性 ,例如 氧化 钠 
(NaCl) 晶 体 ,Na “和 Cl 离子 按 一 定 周 期 在 空间 排列 ,形成 三 维 的 周期 性 结构 。 图 2. 1(8) 示 出 
了 这 种 周期 性 排列 的 一 个 平面 和 立体 结构 ,其 中 Ci- 和 Na' 都 按 OA 周期 重复 排列 。 同样 亦 可 
以 把 Cl 和 Na? 看 成 是 重复 的 基本 单位 , 称 为 结构 基 元 ,重复 的 周期 亦 为 O4。 又 如 NH,Cl fh 
体 ,NHz 和 Cl 离子 亦 近 一定 周期 在 空间 排列 ,形成 三 维 的 周期 性 结构 ,图 2. 2(a) 示 出 了 一 个 
平面 和 立体 结构 ,其 中 Cl- 和 NH? 都 按 OB 周期 重复 排列 .NH 和 CI- 为 结构 基 元 ,重复 周期 
JRH OB . 当然 NaCl I NH,CI 晶体 结构 的 周期 大 小 不 可 能 相等 ,但 是 原子 排列 的 周期 性 是 它 
们 的 共同 特征 ,对 于 生物 大 分 子 来 说 ,分 子 的 结构 虽然 很 复杂 ,但 在 晶体 结构 中 ,分 子 仍然 按 一 
定 周期 排列 , 即 它们 作为 一 个 结构 基 元 按 一 定 周期 排列 ,不 过 ,由 于 生物 大 分 子 的 分 子 量 很 高 ， 
体积 很 大 ,因而 重复 的 周期 要 比 一 般 小 分 子 大 得 多 ， 

在 实际 晶体 里 ,这 种 重复 的 周期 可 以 近似 地 看 成 是 无 限 的 ,因为 在 一 般 小 分 子 晶体 中 重复 
周期 为 Inm 左右 ,而 对 边 长 为 1mm 的 晶体 来 说 ,周期 数 可 达 10* 左右 ;蛋白 质 唱 体 的 重复 周 
期 较 大 ,假如 为 10nm 左右 , 那 末 边 长 为 Imm 的 晶体 ,周期 数 亦 可 达到 105 左右 。 

2.1.1.2. 晶体 的 周期 性 与 空间 格子 

在 晶体 学 中 为 了 充分 所 映 晶体 结构 的 周期 性 特征 ,从 实际 蝇 体 中 抽象 出 了 空间 格子 的 概 
念 。 按 照 晶 体 结构 的 周期 性 ,在 一 定 的 地 方 用 一 个 点 代表 晶体 结构 的 基本 重复 单位 ,就 可 抽象 
出 在 三 维 空间 分 布 的 一 组 点 。 例如 在 NaCl 晶体 中 ,用 一 个 点 代表 基本 重复 单位 (Na+ 和 Cl- )， 
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(a) NaCl 晶体 结构 的 一 个 平面 (b) 平面 点 阵 
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(a) NaCl 蝎 体 的 立体 结构 kb》 空间 点 阵 (c) 空间 格子 
图 2.1 示意 NaCl 晶体 结构 与 点 阵 和 空间 格子 间 的 关系 


(a) NHC! 晶体 的 立体 结构 (b) 空间 点 阵 c) $T 


图 2.2 示意 NH,CI 晶体 结构 与 点 阵 和 空间 格子 间 的 关系 I 
就 可 抽象 出 上 述 的 一 组 点 。 图 2. 1(b) 为 点 在 一 个 平面 和 三 维 空间 中 的 分 布 。 由 于 唱 体 结构 的 
周期 性 是 无 限 的 ,因此 这 样 抽象 出 来 的 点 在 空间 分 布 也 是 无 限 的 ,每 个 点 的 周围 环境 、 相 对 的 
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定向 是 完全 相同 的 。 我 们 称 这 样 的 -组 点 为 空间 点 阵 。 如 果 把 空间 点 阵 按 确定 的 平行 六 面体 
单位 划分 ,就 构成 空间 格子 ,简称 晶 格 ,图 2. 1(c) 示 出 了 NaCl 晶体 的 一 个 唱 格 面 和 空间 格子 。 
同 理 ,可 从 NHC 晶体 结构 中 抽象 出 三 维 空间 分 布 的 点 阵 、 晶 格 [图 2. 2(b) 和 (《c)]。 

一 定 的 空间 点 阵 按 平行 六 面体 单位 划分 的 可 能 的 方式 是 无 限 多 的 ,如 图 2. 3 所 示 o EE 
体 学 上 要 求 划分 的 平行 六 面体 单位 具有 最 高 的 对 称 性 和 最 小 的 体积 .因此 对 某 一 特定 的 晶体 ， 
它 的 平行 六 面体 单位 总 是 确定 的 。 对 各 种 不 同 物质 的 晶体 ,或 者 同一 种 物质 的 不 同 的 晶 型 , 它 
的 平行 六 面体 单位 形状 可 以 相同 , 亦 可 不 同 。 每 一 个 平行 六 面体 单位 的 三 个 边 长 可 以 不 相等 ，. 
三 个 边 相互 间 可 以 垂直 , 亦 可 不 垂直 。 从 各 种 物质 的 晶体 结构 中 抽象 出 来 的 蝇 格 的 平行 六 面体 
单位 共有 7 种 类 型 :立方 单位 ,三 方 单位 .六方 单 位 四方 单位 、 正 交 单位 、 单 冬 单 位 和 三 斜 单 
位 ,229 

2.1.1.3 14 种 晶 格 单位 型 式 

在 每 一 种 最 格 类 型 中 ,根据 不 同 的 点 阵 点 的 分 
布 情况 ,又 可 分 成 不 同 的 晶 格 型 式 。 例 如 前 面 已 提 到 
的 NaCl 和 NHCl 晶体 都 是 立方 格子 (图 2. 1, 图 
2. 2) ,在 单位 格子 的 每 一 个 顶 角 上 都 有 一 个 点 阵 点 ， 
但 在 NaCl 的 每 一 个 单位 格子 的 中 心 还 有 一 个 点 阵 


nM. ET 


"E 
Sp NEED: 
X 


点 。 显然 这 两 种 单位 格子 具有 不 同 的 型 式 . 另外 还 有 iibi: 
一 种 立方 格子 型 式 ,这 种 格子 除 在 每 个 项 角 上 存在 =i 
AECRDU ERT ROEA -AMARA ERE LL 
DATAREA Z EAA T H A E. FUR R BE 8 5 2 $E cp 


情况 不 同 。 仅 在 单位 格子 顶 角 上 存在 点 阵 点 的 称 简 2 ——-— z 
单 格子 ,其 他 两 种 型 式 称 复 格子 。 按 照 类 似 的 方法 分 

析 其 余 晶 格 类 型 ,总 共 可 得 到 14 种 晶 格 型 式 。 它 们 

的 名 称 , 符 号 见 图 2.4。 图 中 三 方 (R) 是 三 方 晶 格 所 特 

有 的 一 种 简单 格子 型 式 ,R SERRE (E Rhombohedron。 在 (晶体 学 国际 表 ) 中 将 三 方 和 六 方 
晶 格 均 按 六 方 单位 格子 表达 型 式 ,得 到 简单 六 方 和 复 六 方 两 部 分 型 式 .70 ， 

2.1.1.4. 空间 格子 . 基 元 与 晶体 结构 | 

空间 格子 (点 阵 ) 是 从 实际 晶体 中 抽象 出 来 的 概念 , 它 最 本 质地 反映 了 晶体 中 分 子 (原子 或 
离子 ) 在 三 维 空间 排列 的 周期 性 特征 。 空 间 格子 结构 是 一 切 晶体 结构 的 共同 特征 。 任何 基体 都 
可 看 成 是 由 结构 基 元 位 于 空间 格子 结 点 上 所 构成 的 固体 。 不 同 的 晶体 具有 不 同 的 空间 格子 类 
型 和 型 式 以 及 具有 不 同 的 结构 大 元 。 例如 NaCl 晶体 是 立方 面 心 空间 格子 ,结构 基 元 是 Na- 和 
CI- 离 子 ;NH4CL 晶体 是 简单 立方 晶 格 , 结 构 基 元 是 NHt 和 CI- ; 马 一 氧化 碳 血 红 蛋 白 唱 体 是 
单 斜 晶 格 , 结 构 基 元 为 2 个 血红 蛋白 分 子 。 图 2. 5 示 出 了 上 述 血 红 和 蛋白 晶体 的 唱 格 、 基 元 与 晶 
体 结构 三 者 的 关系 。 

上 面 讨论 了 一 切 唱 体 结构 具有 的 最 基本 的 共性 ,但 是 生物 大 分 子 唱 体 尚 有 它 的 特殊 性 , 它 
的 空间 格子 是 开放 的 , 即 在 上 晶体 结构 内 部 除 大 分 子 以 外 , 尚 有 大 量 的 溶剂 分 子 ,形成 许多 小 通 
道 ,可 以 同 外 界 进行 离子 或 小 分 子 的 交换 。 在 今后 晶体 安装 .数据 收集 等 实验 中 必须 充分 注音 
到 这 一 点 。 


图 2.3 空间 格子 单位 划分 的 多 种 类 型 
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图 2.4 14 种 晶 格 型 式 
.三 斜 (P);2. 简单 单 糙 (P)13. 底 心 单 斜 (CC)14 .简单 正 交 (P)55, COE ECCO 6. K IE E (D 7. 面 心 正 交 (下) 
.六 方 (P)19. 35 (R 10. 简单 四 方 (P) 11. Bo P 27 00 112. fj 3r 77 (P0 13. Hob 3577 (0D 104. BED £F CP) 


co = 


“ 晶 格 ) 2 个 血红 蛋 片 
e 分 了 ( 基 元 ) 


图 2.5 MERR EA REEE 


2.1.2 晶体 的 品 胞 
晶体 结构 可 以 按 晶 格 划分 成 一 个 个 大 小 和 形状 完全 相同 的 平行 六 面体 单位 。 每 个 单位 合 


12 


有 相同 数量 的 原子 (分 子 ) ,构成 一 个 完整 的 结 神 单 位 ,对 整个 晶体 具有 代表 性 。 这 样 的 平行 六 
面体 单位 称 为 晶 胞 。 整 个 晶体 可 以 看 成 是 由 无 数 个 晶 胞 在 三 维 空间 中 有 规律 地 .重复 排列 而 
成 。 因 此 在 晶体 结构 测定 中 只 要 知道 了 晶 胞 的 大 小 、 形 状 以 及 原子 在 晶 胞 中 的 分 布 ,就 知道 了 
整个 晶体 结构 。 . 

晶 胞 由 abe 三 个 向 量规 定 , 唱 胞 的 大 小 和 形状 由 三 个 边 长 a,8,c 和 三 个 边 之 间 的 来 角 
e B.Y RTR. MEJ abse 和 ,8,7 称 为 晶 胞 参数 。 唱 胞 中 任意 一 个 原子 的 位 置 用 分 数 坐标 r， 
yz 表示 ,例如 NaCl RER ER abe 三 个 向 量 相互 垂直 , 轴 长 a= b=c, xf a=8=y= 
90"。 图 2. 6 永 出 了 NaC 晶体 的 卓 胞 参数 及 一 个 平面 上 原子 的 坐标 。 


(a) (b; 
2.6 NaCl 晶体 
(22 FER E i CO BU TE — ME b M i (0 AR 


与 空间 格子 单位 平行 六 面体 一 样 ,在 一 个 晶体 中 划分 唱 胞 的 方式 ,可 以 有 许多 种 ,但 是 按 
晶体 学 上 的 要 求 是 根据 特征 对 称 元 素 划分 晶 胞 ( 详 见 2, 2. 3 节 )。 一 般 选 择 的 晶 胞 应 该 尽 可 能 
体积 最 小 和 对 称 性 最 高 ,体积 最 小 就 是 尽 可 能 选取 最 短 的 轴 长 ;对 称 性 最 高 就 是 尽 可 能 选取 立 
方 晶 臣 ,如 不 能 , 则 尽 可 能 按 顺序 选 四 方 或 六 方 .三方 . 正 交 、 单 斜 史 胞 等 在 晶体 结构 中 可 能 存 
在 的 晶 胞 类 型 共 ?7 种 (7 个 晶 系 ) ,与 7 种 空间 格子 类 型 相对 应 。 表 2. 1 列 出 了 每 一 种 晶 胞 类 型 
的 参数 。 在 实际 工作 中 三 方 晶 胞 可 以 按 六 方 晶 胞 吉 求 选择 。 

表 2.1 7 种 晶 胞 参数 


天 90*<120" 或 与 六 方 晶 胞 相同 


, &=0>c 
a=8=Y Y-120 ae,p—o0 


abc 
sg a=7=90°, 390" 
= ub 
EX e= BEY 


2.1.3 ADR 

为 讨论 和 研究 问题 的 需要 ,晶体 的 空间 格子 可 按 不 同方 式 划分 成 不 同 的 平面 组 ,各 不 同 平 
面 组 的 平面 间 虐 和 平面 中 点 阵 点 的 密度 不 同 (图 2. 7)。 同 一 平面 组 内 的 平面 ,数量 无 限 、 相 互 
平行 , 癌 距 相等 .周围 情况 相同 ,每 一 个 平面 是 由 分 布 在 一 个 平面 上 的 点 阵 , 按 平行 四 边 形 划分 
的 格子 组 成 的 ， 同 理 ,空间 格子 亦 可 按 不 同方 式 划分 成 不 同 的 直线 点 阵 ,每 一 组 直线 点 阵 由 数 
量 无 限 、 相 互 平行 .周围 情况 相同 的 直线 点 阵 构成 。 


图 2.7 空间 格子 按 3 种 不 同方 式 划 分 的 平面 组 


在 晶体 学 的 实验 和 理论 解释 中 ,往往 需要 把 按 不 同方 式 划分 的 平面 组 ,或 者 晶体 外 形 中 的 
某 一 咏 面 加 以 标记 ,以 便 区 分 不 同 的 平面 组 ,或 者 不 同 的 晶 面 .在 品 体 学 中 任何 一 组 最 面 ( 晶 格 
面 ) 的 标记 都 是 用 该 组 离 原点 最 近 的 唱 面 在 三 个 晶 胞 轴 上 的 截 四 来 表示. 例如 某 一 单位 空间 格 
子 的 三 个 轴 长 为 4,8,c, 而 某 一 晶 面 组 中 离 原 点 最 近 的 唱 面 在 三 个 轴 上 的 截 皮 为 a/h,5/k,c/l， 
Bh 为 没有 公 因 子 的 互 质 的 整数 , 则 (pp2) 为 该 平面 组 的 措 标 ,或 称 Miller 指标 。 例 如 某 -- 
曲面 组 指标 为 (211), 则 该 晶 面 组 离 原点 最 近 的 面 与 a 轴 相 截 于 分 ,与 5 MA c 轴 分 别 相 截 在 
b/1 和 c/1, 这 样 就 确定 了 整个 唱 面 组 的 方向 和 位 置 。 

在 图 2.8 中 具体 解释 了 这 种 指标 的 含意 ,例如 (100) 则 表示 ==1,k=0,!=0 Ede BLISS 
最 近 的 面 在 三 个 晶 胞 轴 上 的 截 距 为 a/4 二 a,5/ 二 co,c/l==o0, 即 说 明 该 面 与 & 轴 相 截 ,与 5 四 
和 c 轴 相 平衡 ;又 如 (320) 晶 面 组 是 与 a 轴 相 截 于 2/3. 55 b 轴 相 截 于 5/2, 与 ¢ 轴 平 行 的 面 . 其 


图 2.8 具有 不 同 指标 的 曲面 组 的 定向 


他 指标 的 晶 面 组 可 按司 理解 释 。 
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这 里 必须 注意 ,虽然 ak 可 以 取 任 意 整数 值 ,但 是 在 实际 晶体 生长 中 ,只 有 少数 格子 结 
点 密度 高 的 晶 面 才能 出 现 ,(atz) 指 标的 数值 一 般 不 可 能 太 高 , 常 为 3 以 下 ,高 于 5 的 值 是 很 少 
的 .因为 指标 越 高 ,格子 结 点 密度 就 越 小 , 即 分 子 ( 原 子 ) 间 相互 作用 力 越 小 ,形成 曲面 的 可 能 性 
也 越 小 enin] 


2.2 晶体 的 对 称 性 .点 群 . 唱 系 .空间 群 


2.2.1 晶体 的 对 称 性 

对 称 性 在 自然 界 是 普遍 存在 的 。 例如 ,大 体 左右 对 称 , 花 淤 常 是 对 称 地 排列 。 所 以 ,人 们 很 
久 以 来 就 利用 对 称 性 的 概念 来 说 明 物质 的 一 些 特性 。 晶 体 结构 内 的 分 子 ( 原 子 或 离子 ) 一 般 总 
是 严格 地 按 一 定 的 对 称 性 ,排列 于 单位 蝇 胞 之 中 ,使 整个 晶体 处 于 能 量 最 低 . 最 稳定 的 状态 . 因 
而 正确 掌握 对 称 性 的 概念 和 了 解 晶 体 结 榴 的 对 称 性 ,对 于 理解 晶体 结构 和 X 射线 入射 花样 的 
特点 等 都 是 很 重要 的 。 例 如 NaCl 在 合适 的 条 件 下 生长 的 晶体 是 立方 形 的 ,这 是 由 于 内 部 原子 
严格 地 按 最 高 对 称 性 、 最 密 堆 积 排 列 的 结果 。 8 个 Cl“ 对 称 地 位 于 上 蝇 胞 的 顶 角 上 , 另 6 个 CI- 位 
于 每 个 面 的 中 心 ,而 Na7 对 称 地 位 于 唱 胞 楼 的 1/2 处 和 唱 胞 的 中 心 ,形成 轴 长 相等 , 夹 角 为 90 
的 立方 晶 胞 (图 2. 00 .生物 大 分 子 唱 体 亦 不 例外 ， 
例如 血红 蛋白 分 子 在 形成 晶体 时 总 是 按 一 定 的 对 
称 性 排列 于 正 交易 胞 或 单 余 .四方 等 晴 胞 之 中 。 

由 此 可 见 , 唱 体 的 多 面体 外 形 亦 是 晶体 内 部 
结构 对 称 性 特点 的 反映 ,因此 由 晶体 外 形 的 对 称 
性 特点 可 推测 量 体 结构 内 部 分 子 排列 的 对 称 性 特 
点 。 这 是 外 形 与 内 部 结构 的 一 致 性 , 但 是 ,晶体 外 
形 是 宏观 的 有限 的 图 形 , 而 内 部 结构 是 分 子 水平 
的 .微观 的 .不 连续 的 ,无 限 的 ,两 者 间 存 在 着 差 
蜡 。 因 此 在 内 部 结构 中 存在 的 对 称 性 ,不 能 在 晶体 
外 形 中 全 部 反映 出 来 。 我 们 把 能 在 外 形 中 反映 出 
的 对 称 元 素 称 宏 观 对 称 元 素 ,不 能 在 外 形 中 反 


出 来 的 对 称 元 素 称 微观 对 称 元 素 。 . 
对 称 元 素 是 指 对 称 动作 所 依据 的 点 、 线 和 面 图 2.9 NaCl RU 
等 几何 元 素 。 任 何 一 个 对 称 物体 总 是 由 两 个 或 两 Oft Cl- Mt Na+ 


个 以 上 的 等 同 部 分 组 成 ,而 通过 一 定 的 动作 后 ,等 
局 部 分 相互 调换 位 置 ,整个 物体 恢复 原状 而 又 不 改变 任何 内 部 两 点 间距 离 的 这 样 的 动作 称 为 
对 称 动作 ， : 

2.2.1.1 宏观 对 称 元 素 

在 晶体 外 形 中 可 能 存在 的 宏观 对 称 元 素 有 旋转 轴 、 镜 面 . 对 称 中 心 和 旋转 反 轴 ,相应 的 对 
称 动作 是 旋转 ,反映 、 倒 反 和 旋转 倒 反 。 由 于 生物 大 分 子 是 由 手 型 分 子 ( 例 如 工 -氨基 酸 和 D- 
糖 ) 构 成 ,因此 在 生物 分 子 蝇 体 里 不 可 能 存在 镜面 或 对 称 中 心 , 因 为 这 两 种 元 素 的 动作 使 右 或 
左手 分 子 转变 为 左 或 右手 分 子 。 

2.2.1.1.1 旋转 轴 (x) 
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其 对 称 元 素 是 一 条 线 , 称 为 轴线 ,其 对 称 动作 是 旋转 。= 次 旋转 轴 使 物体 绕 轴 旋转 360°/n 
均 能 使 物体 复原 ,= 称 为 轴 次 。 最 小 的 能 使 物体 复原 的 旋转 角 称 为 基 转 角 。 在 晶体 中 可 能 存在 
的 旋转 轴 由 于 受到 昌 格 的 限制 ,= 只 能 为 1,2,3,4 和 6, 相 应 的 名 称 为 一 重 轴 ,二 重 轴 … 六 重 
轴 。 这 已 由 数学 证 明 。 在 自然 界 的 非 晶体 结构 中 就 不 受 此 限制 ,例如 DNA 的 碱 基 对 是 按 10 E 
螺旋 轴 排 列 : 荣 些 蛋 白质 聚合 体 的 亚 基 是 按 5 重 旋转 轴 排 列 等 等 。 

一 个 具有 x 次 旋转 轴 的 物体 ,围绕 轴 一 定 有 x 个 相同 部 分 ,例如 在 NaCl 晶体 结构 中 (图 
2.9) 由 (001) 面 中 心 Ci- 周转 具有 4 个 距离 .环境 完全 相同 的 Cl 和 Na+。 可 以 设想 垂直 于 
(001) 面 通过 中 心 C1- 处 有 一 根 轴线 (对 称 元 素 ) ,围绕 轴线 顺 时 针 方 向 族 轴 90°, f Ci 1 转 到 
Ci 2,CI72 转 到 Cl-3… 依 次 类 推 ,整个 晶 胞 复 厌 , 即 与 没有 旋转 前 完全 一 样 ,因而 为 四 重 旋转 
轴 。 以 同样 的 道理 分 析 NaCi 晶 胞 , 沿 每 一 个 对 角 线 ,都 存在 一 个 三 重 轴 (图 2.10 。 在 每 个 晶 楼 
"Pla Na* 的 连 线 位 置 色 部 存在 一 个 二 重 轴 等 。 


2.10 表示 在 NaCl 晶 胞 中 沿 对 角 线 方向 上 存在 的 三 重 轴 对 称 性 
ARRIER TELS T ERUIT LR LIC 


su P cs R rp uT BE Teen e fo fire a X ,符号 见 表 2.2. 

2.2.1.1.2. 和 镜面 (m) f 

其 对 称 元 紊 是 一 个 平面 ,动作 是 反映 .物体 经 过 镜面 反映 后 ,每 一 点 都 反映 到 镜面 另 一 侧 ， 
对 应 点 连 线 与 镜面 垂直 , 至 镜面 的 距离 相等 ,例如 由 图 2. 11, 垂 直 于 (001) 面 在 1⁄2 轴 长 处 可 
想象 存在 一 个 x, 原子 1 与 原子 2 相对 应 ,彼此 垂直 于 m AAE, 

2.2.1.1.3 对 称 中 心 ( 倒 反 中 心 ) (2) 

其 对 称 元 素 是 一 个 点 ,其 对 称 动作 为 倒 反 。 例 如 在 [图 2.1. 2(a)]NaCl 品 胞 中 心 ,可 设想 
存在 一 个 对 称 中 心 ,对 应 的 每 一 原子 经 过 对 称 中 心 合 反 以 后 , 晶 胞 复 产 [图 2. 1, 2. 00]. 

2.2.1.1.4 WARR) 

其 对 称 元 素 是 轴线 和 轴线 中 心 的 一 个 点 ,其 对 称 动作 是 绕 轴 旋 转 一 个 角度 以 后 ,接着 依 舍 
倒 反 中 心 进行 倒 反 (图 2. 13) .在 晶体 中 可 能 存在 的 旋转 反 轴 共有 5 种 ,与 旋转 轴 相 对 应 , 即 5 
种 转 负 分别 与 倒 友 中 心 相 结合 构成 。 但 是 ,实际 上 真正 独立 存在 的 仅 为 四 重 反 轴 , 其 他 几 种 都 
可 以 被 对 称 中 心 .镜面 ,或 者 由 旋转 轴 加 镜面 来 代替 ,例如 1==i, 即 1 等 于 对 称 中心 ,2=m, 即 2 
等 于 垂直 于 反 轴 的 镜面 。 施 转 反 轴 的 轴 次 和 符号 见 表 2. 3。 

2.2.2 点 群 


晶体 中 可 能 存在 的 宏观 对 称 元 素 共有 上 述 4 种 ,而 每 一 种 晶体 可 能 仅 存在 一 种 ,或 者 一 种 
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以 上 的 对 称 元 素 。 例如 NaCl 晶体 外 形 中 可 能 存在 4,3,2, 普 
和 i 等 多 种 对 称 元 素 ,各 对 称 元 案 彼 此 相互 组 合 ,并 交 于 一 
点 ,组 成 一 个 对 称 元 素 系 ,因而 称 为 点 群 (图 2.14a)。 唱 体 
中 可 能 出 现 的 ,符合 有 限 图 形 要 求 的 组 合 总 共有 32 种 , 称 
32 个 点 群 。 在 生物 大 分 子 蜡 体 中 由 十 不 存在 和 i 对 称 元 
素 , 因 而 仅 有 11 种 (图 2.15)。 每 -个 点 群 用 .- 个 记号 表 
示 , 例 如 2 /m ,表示 晶体 存在 一 个 2 和 垂直 于 2 的 -- 个 mm。 

晶体 结构 内 部 的 分 子 或 原子 亦 是 按 点 群 的 对 称 元 素 
系 ,围绕 点 阵 点 排列 的 ,例如 NaCl 晶体 结构 中 原子 围绕 点 
阵 点 排列 的 对 称 元 崇 系 与 外 形 中 的 对 称 元 素 系 完全 一 致 
(图 2. 14)。 这 样 就 可 通过 晶体 外 形 的 分 析 和 X 射线 衍射 实 
验 来 确定 晶体 的 点 群 , 从 而 获得 关于 分 子 或 原子 围绕 点 阵 
.点 排列 的 信息 。 

32 个 点 群 的 对 称 元 素 系 可 归纳 成 ?种 组 合 方式 ( 袁 
2.4)。 


图 2.11 MESH Eg) 
对 称 面 之 一 


cb) 


图 2.12 REREAD HEER GO DURS REB DIE RERE CE ETSLBDE £ O) 


[ 


ta} (bi 


图 2.13 ak ESNE TUS CERO P 3C If (a LLL VUL E Boi zn E Cb) 
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OLI 在 生物 大 分 子 蜡 体 中 可 能 存在 的 旋转 四 和 螺 旅 轴 及 其 符号 和 记号 


记 号 


对 称 元 素 名 称 b; 号 ena == 
二 重 轴 2 ' 
ER 3 一 
OR 6 J 一 e 
二 重 螺旋 轴 2 | 一 一 一 
三 重 螺旋 销 s ma P3 
3 Á 
四 量 螺旋 负 4 w x 
“L = NN 
s < = 
REMEH 8, = E i 
6; * 
6: ° 
6, e° 
CHENCEN UN: 
表 2.3 族 转 反 轴 的 轴 次 和 符号 
amiras 符 5 | d: 9 —— 
——— "om DNE ñ rue "pm E - Hos S NS 
i I : - ~- P De 
=. mp sess = 
四 重 反 铀 i o° _ 
x. | + j| A 


nimm 


表 2.4 符合 点 洋 组 合 要 求 的 7 种 组 合 


GR Tete td 

TUR W $$ Ec 

Westm F3 ECT o BS 8 4 

施 转 轴 加 上 通过 灿 的 镜面 

旋转 反 轴 加 上 通过 轴 的 镜面 

旋转 轴 加 上 一 个 故 直 于 轴 的 二 重 轴 

X*e&u E—T SE TAE UON 5 —1- c T SEE ES CR 


图 2.14 NaCl 晶体 外 形 和 音 胞 中 存在 的 部 分 对 称 元 素 
(a) 蝇 体外 形 中 存在 的 对 称 元 豪 系 ;tb) 电 胞 中 存在 的 对 称 光 等 系 ;tc) 示 意 原子 围绕 点 阵 点 排列 的 
对 称 苑 罕 系 (C1 坐落 在 点 阵 点 上 ) ` 


而 在 生物 大 分 子 上 晶体 结构 中 可 能 出 现 的 组 合 方式 仅 是 上 和 z2, 共 有 11 种 对 称 类 型 (到 2. 15) 。 


. o 
9 
i . o 
5 . 
oo ae 
1 Rr P 3 4 $ 24 
; Y> CES 
o e A D a ato 
n2 . o s » ^ ° O40 s. 
; a 9 0 " 2 nto 
q 9 r 
oe pe ou Lii 
?2 s 32 42 62 432 


图 2.15 在 和 蛋白质 晶体 中 可 能 出 现 的 11 种 对 称 炎 型 
Qm KE EZ (OsesEfRm TFA 


2.2.3 7 个 品系 | 
根据 每 个 点 群 所 具有 的 最 高 轴 次 的 旋转 轴 , 可 把 32 个 点 群 划 分 成 7 个 晶 系 , 它 与 7 种 空 
间 格 子 类 型 相对 应 。 每 个 唱 系 所 特有 的 最 高 轴 次 的 旋转 轴 , 称 为 特征 对 称 元 京 ( 表 2. 5)。 
425 晶 系 的 特征 对 称 元 素 


Ho 格子 型 式 FHEX MOOR 
三 P 无 

Lr ud P.C 一 个 平行 于 6 的 2 

正 交 P,C,L,F 三 个 互相 垂直 的 2 

四 方 P.I 一 个 平行 于 < 的 4 

EY] PÈR 一 个 平行 于 < 的 3 或 一 个 与 eye 交 成 等 角 的 3 
六 方 P | 一 个 平行 于 c 的 6 或 5 

立方 4 个 按 立方 体 对 角 线 取向 的 3 
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2.2.4 微观 对 称 元 素 

2, 2. 4, 1 平移 轴 

其 对 称 元 素 是 轴线 ,动作 是 沿 菜 轴线 方向 平移 一 个 距离 , 唱 体 结构 经 过 平移 动作 后 结构 复 
原 ,如 图 2.16 示 出 NaCl. 晶体 结构 中 某 一 无 限 原 子 列 的 一 部 分 , 基 元 经 平移 a 或 na 长度 后 结 
FIM ion 为 任意 正 或 负 整数 ,a 为 重复 周期 。 


图 2.16 NaCl 晶体 结构 中 = 方向 的 平移 轴 


2.2.4.2 MBK 

其 对 称 元 素 是 一 个 面 ,动作 是 依靠 面 的 反映 和 沿 规定 方向 平移 一 定 距离 。 滑 移 面 由 于 滑 移 
的 方向 和 点 离 不 同 ,可 分 为 abc 和 <5 种 , 见 表 2.6。 图 2.17 表 示 了 NaCl 晶体 结构 (001) 
面 中 存在 a,65 滑 移 面 (用 虚线 表示 ,设想 在 Cl 与 Na+ 之 间 存 在 一 个 垂直 于 纸 面 的 加 经 产 反 
映 后 ,接着 沿 a 方向 平移 a/2, 使 Cl-1 移 到 Cl-2 位 置 ,结构 复原 。 同 理 在 5 方向 存在 一 个 5 滑 
移 面 。 


&2.6 5 种 滑 移 面 的 方向 和 平移 距离 


m-rb,b+c,c+a 


Bl 2.17 NaCl 章 体 结构 中 存在 的 消 移 面 


n 滑 移 面 (图 2. 18a) «ECT C0, — 5,00 £8 m. E Uk ERES a e 75 80 ERE a/2 5 b/2 ,结构 
复原 ， 

d IB ERIS CH] 2.18b) MTZ m BC HER a Le FARE a/4,c/4, 结 构 复 原 ， 

2.2.4.3 ”螺旋 轴 xs) 

其 对 称 元 索 是 一 个 轴 , 动 作 是 首先 绕 轴 旋转 一 个 角度 ,接着 沿 轴 方向 平移 一 个 距离 ,例如 
二 重 螺旋 轴 , 首 先 旋转 180", 再 沿 该 轴 方 向 平移 1/2 单位 晶 灿 长 度 ( 图 2.19) 在 最 体 结构 中 可 
能 存在 的 螺旋 思 有 二 重 螺 旋 轴 (2,) ,三重 螺旋 轴 (3s) ,四 重 螺 旋 轴 (4s) ,六 重 螺 旋 轴 (6s),S 值 


20 


图 2.18 RR nA d 滑 移 面 
(a) n KD, b) dz 滑 移 面 ，+ ,一 中 分别 表示 在 纸 面 上 利 下 方 


最 大 等 于 相应 的 轴 次 减 1, 如 3*, 可 以 是 31,3, 两 种 螺旋 轴 ;4s RT ELTE 464: 4256s 可 为 6102 
6z r64 s65 (H 2.19), l 

由 于 螺旋 轴 是 旋转 和 平移 相 结合 的 对 称 元 素 , 而 旋转 和 平移 都 有 一 个 方向 问题 ,因此 有 
左 ,. 右 手 螺 旋 轴 之 分 。 右 手 螺旋 轴 是 把 右手 大 姆 指 伸 直 ,其 余 四 指 并 拢 弯曲 ,在 此 情况 下 ,大 拇 
指 所 指 方向 是 平移 方向 ,四 指 方向 是 旋转 方向 ;左手 螺旋 轴 以 左手 为 标准 。 通常 规定 在 ns 中 ， 


凡 n>S<n/2 为 右手 螺旋 ,如 3154., 61.6: R. nz $7n/2 者 为 左手 螺旋 ,如 3:435 04.6, iS => 


的 偶 次 螺旋 轴 为 中 性 螺旋 轴 。 各 种 螺旋 轴 的 符号 见 表 2. 2, 各 种 螺旋 轴 的 图 形 见 图 2. 19. 为 便 
于 比较 和 区 别 , 图 中 同时 还 列 出 了 具有 旋转 轴 和 旋转 反 轴 的 图 形 。 

2.2.5 PEH 

2.2.5.1 230 个 空间 群 

前 面 讨论 了 晶体 外 形 中 存在 的 宏观 对 称 元 素 和 微观 对 称 元 素 是 相互 依存 的 ,两 者 又 统一 
又 有 区 别 。 首先 一 个 晶体 的 宕 观 对 称 元 素 与 微观 对 称 元 素 在 方向 上 相 一 致 ,但 是 ,由 于 微观 结 
构 中 存在 无 限 多 的 平移 轴 , 因 而 各 种 对 称 元 素 总 是 在 空间 作 周 期 性 的 重复 排列 ,其 数 无 限 ; 同 
时 宏观 的 对 称 轴 和 镜面 在 微观 结构 中 ,还 可 以 分 别 是 螺旋 轴 和 滑 移 面 .因此 属于 同一 点 群 的 晶 
体 , 其 内 部 结构 的 空间 格子 型 式 可 以 不 同 ,对称 元 素 亦 可 以 不 同 。 对 称 元 素 的 不 同 是 指 在 多 面 
体外 形 中 存在 的 旋转 轴 , 在 晶体 结构 中 可 能 是 螺旋 轴 , 还 可 以 是 同一 轴 次 的 各 种 不 同 的 螺旋 
轴 ; 多 面体 外 形 中 的 镜面 ,在 微观 结构 中 还 可 能 是 各 种 滑 移 面 。 将 确定 的 空间 格子 型 式 与 各 种 
可 能 存在 的 对 称 元 素 (宏观 和 微观 ) 进 行 排列 组 合 就 可 得 到 各 种 对 称 群 , 称 为 空间 群 。 

例如 ,点 群 2/m, 属 于 单 斜 唱 系 , 它 可 能 出 现 的 空间 格子 有 P (简单 格 子 ) 或 CC001) 面 心 格 
子 ;在 结构 中 二 重 旋转 轴 可 以 是 2 或 21; 而 对 称 面 mw, 则 可 能 为 m REEM a 和 c。 经 过 上 述 空 
间 格 子 的 两 种 型 式 与 全 部 5 种 对 称 元 素 组 合 归并 可 得 到 6 种 空间 群 。P2/m，,P2/c,P2,/m， 
P2/m,C2/c,C2/m, 每 个 空间 群 的 记号 称 为 国际 记号 ,大 写 英文 字母 如 P 代表 点 阵型 式 ,而 紧 
接着 的 是 表示 晶体 中 三 个 方向 的 对 称 性 ,如 2/m 表示 在 5 方向 有 一 个 2, 加 上 垂直 于 此 轴 的 
zs 不 同 晶 系 在 规定 格子 型 式 的 大 写字 母后 的 位 置 上 规定 的 晶 轴 方向 不 同 。 鲍 如 上 例 为 单 斜 晶 
系 第 一 位 置 代表 为 6 方向 ,而 四 方 品系 则 为 c 方向 ,各 磺 系 在 三 个 位 置 上 规定 的 晶 轴 方向 列 于 
32 2.7, 

晶体 结 梅 中 可 能 出 现 的 空间 格子 类 型 共 14 种 ,对 称 元 素 ( 宏 观 和 微观 ) 共 7 28 ms 38 
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图 2.19 各 种 旋转 轴 , 旋 转 反 轴 和 螺旋 轴 之 图 形 
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格子 类 型 与 各 种 对 称 元 素 在 -~ 切 可 能 的 范围 内 进行 组 合 ,总 共 可 得 到 230 种 对 称 元 素 系 。 与 
230 种 对 称 元 察 系 相 应 的 空间 动作 群 称 为 230 个 空间 群 。 

2.2.5.2 65 个 非 对 映 空 间 群 

由 于 生物 大 分 子 是 非 对 遇 分 子 , 只 能 按 非 对 映 的 空间 群 结晶 ,因而 在 生物 大 分 子 的 晶体 中 
可 能 出 现 的 空间 群 ,总 共有 65 种 , 详 见 表 2. 8。 


表 2.7 国际 记号 中 三 个 位 置 代表 的 方向 


da £ 


X d 
Ar dh 
Wir d = 
三 方 晶 系 
三 方 晶 系 ( 按 六 方 蝇 胞 》 
正 交 蝇 系 

SRI ES 
=# = 


表 8 Ej 3 R khi ch' TEENE 
RR | 点 群 | 空间 群 


三 1 Pi 

E 2 P2,P?2;,C2 

正 交 222 | C222, P222, P212,2,, P21212 P222;  ,C222, ,F222,7222,1212121 

四 方 4 P4, Phi Pdz P45,14,14, 

422 | P422,P42,2.P 4122 ,P 41212, P4:22, P45212,P45232,P4122,1422 14422 
三 方 3 P3, P31, P3., R3 

32 | P312,P321,P3r21,P3.12, P3.12, P3;21 R32 


六 方 ， 6 | P6,P6,P6, Pôr Piz P6 


622 | P622, P6122, P222, P6322, P6422, P6;22 


立方 P23,F23,I23,P243.1243 


P432,P4,82, P4532, FA32,F44132,1432, 14,32 


2.2.5.3 空间 群 与 晶体 结构 | 

每 个 空间 群 可 以 告诉 我 们 , 品 体 结构 中 全 部 分 子 ,或 原子 如 何 围绕 点 阵 点 按 对 称 元 罕 系 大 
列 ,以 及 如 何 按 空间 格子 在 整个 空间 展开 ,例如 空间 群 P2;, 告 诉 我 们 分 子 按 2, 轴 团 绕 点 阵 点 
(格子 结 点 ?排列 ,然后 按 P CT RITE. 图 2. 20a) 表 示 上 述 空间 群 在 方向 的 投影 ,对 称 元 素 
2, 通过 平移 在 与 < 方向 展开 , Cb) 图 表示 分 子 围绕 每 一 个 2, 办 的 排列 ,原子 或 分 子 的 坐标 
Go ,| 却 ? 十 去 ,| 是 由 对 称 元 素 2, 作用 所 产生 的 , 称 为 等 效 点 系 。 在 晶体 结构 中 凡是 由 
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一 个 起 始点 (zx,y,z) 开 始 ,通过 空间 群 中 一 切 对 称 元 素 作用 而 重复 出 现 的 一 系列 点 的 总 和 称 
为 等 效 点 系 , 它 表 示 了 唱 胞 中 相同 的 分 子 ,或 原子 分 布 的 位 置 , 即 每 一 个 等 效 点 代表 了 在 唱 胞 
中 由 对 称 元 素 联系 起 来 的 ,最 小 的 重复 单位 , 称 为 晶 胞 中 一 个 不 对 称 单位 。 每 个 不 对 称 单位 可 
由 一 个 分 子 或 两 个 以 上 的 分 站 集合 体 构成 。 


图 2.20 空间 群 P2, 在 五 方向 上 的 投影 
GE b 方 问 投 影 ;(b) 等 效 点 系 


如 果 通 过 XX 射线 晶体 的 初步 分 析 , 确 定 了 晶体 所 属 的 空间 群 ,以 及 测定 了 晶体 的 密度 ,就 
可 推算 出 晶 狗 内 的 分 子 数 和 每 个 不 对 称 单位 的 组 成 。 例 如 在 蛋白 质 晶体 中 最 小 的 重复 单位 是 
亚 基 ,而 每 一 个 不 对 称 单 位 可 以 由 一 个 或 多 个 亚 基 组 成 。 在 已 知 了 不 对 称 单位 以 后 ,就 可 按 卓 
体 所 属 的 空间 群 的 等 效 点 系 ,大 体 推测 分 子 在 晶 胞 中 的 分 布 ,例如 我 国 科学 工作 者 测定 的 猪 二 
锌 胰岛 素 晶体 属 三 方 品系 , 晶 胞 参数 ag 二 11. Anm es — 49. 0", 空 间 群 为 R3。 晶 体 密度 为 
1. 245g/cms。 根 据 膜 岛 素 的 分 子 量 就 可 计算 出 每 个 R 格子 唱 胞 内 含有 6 个 分 子 ,并 按 三 重 轴 
围绕 点 阵 点 排列 ,每 个 最 小 重复 单位 , 即 不 对 称 单位 包含 一 个 二 育 体 胰岛 素 分 子 (图 2. 21)， 
绕 点 阵 点 排列 的 六 形体 分 子 按 R 空间 格子 展开 于 整个 晶体 之 中 。 当 然 整 个 分 子 的 有 链 走 向 ， 
以 至 每 个 原子 的 坐标 有 待 进一步 的 结构 分 析 才 能 最 后 确定 .907 


图 2. 21 胰岛素 晶 胞 沿 三 重 轴 方 向 的 投影 
GRE 3 TORY T HBZE ERE Doni b3 1 — RUE TE RURIP AE 


24 


第 三 章 ”晶体 的 X 射线 衍射 花样 


X 射线 品 体 结构 分 析 是 利用 晶体 的 六 系 线 衍 射 现象 来 测定 晶体 及 分 子 的 结构 ,而 X 射线 
衍射 可 以 简单 地 理解 为 当 一 束 平行 的 X 射 台 ;投射 到 晶体 上 时 ,大 部 分 入 射线 穿 过 晶体 沿 原 方 
向 前 进 ,而 部 分 射线 却 偏 离 了 入 射 
方向 (图 3. 1)。 如 果 设 法 用 X 光 胶 
片 把 这 种 衍射 现象 记录 下 来 ,就 可 
得 到 晶体 的 衍射 花样 。 所 谓 衍 射 花 


样 是 指 衍 射线 在 空间 的 几何 分 布 
和 衍射 线 的 强度 。 因 而 每 一 张 记录 
衍射 花样 的 胶片 包括 了 入 射 点 和 
强度 的 分 布 。 图 3. 2 示意 了 本 实验 
室 记 录 的 斑 头 雁 氧 合 血红 蛋白 晶 图 3.1 晶体 的 本 身 
- 体 的 部 分 入 射 花样 ,在 图 中 衍射 点 
b 在 a* 和 上 方向 上 按 一 定 间距 并 对 
i 称 地 分 布 ,全 部 衍射 点 围绕 着 中 心 
呈 中 重 轴 对 称 性 排列 ,而 衔 射 点 的 
BUS SS AR AHRNE. 
在 这 种 花样 中 ,点 的 分 布 特征 是 由 
焉 头 厅 血红 恒 白 分 子 在 晶体 结构 
内 重复 排列 的 方式 所 决定 的 ,而 点 
的 强度 分 布 特征 是 由 分 子 结构 本 
mea? 身 的 特征 所 决定 的 , 即 衔 射 花样 的 
特征 是 由 晶体 结构 所 决定 。 
本 章 将 着 重 讨论 衍射 花样 为 


什么 是 由 分 立 的 一 个 个 点 构成 ,以 
及 点 的 分 布 与 晶 胞 大 小 、 形 状 的 关 
系 ,点 的 强度 与 晶 胞 中 原子 分 布 的 


图 3. 2 示意 衍射 花样 上 衍射 点 及 其 强 有 自分 布 31 衍射 线 的 分 布 
圆 图 上 的 数值 表示 分 辨 率 范 转 i 
3.1.1 一 个 原子 的 散射 
晶体 是 由 各 种 原子 组 成 的 ,而 
原子 是 由 电子 和 原子 核 构成 的 , 当 X 射线 波 县 射 到 原子 上 时 ,每 个 电子 在 外 如 电磁 场 的 作用 
下 ,被 迫 发 生 振动 。 振动 着 的 电子 向 四 面 八方 发 射 次 生 电磁 波 , 成 为 新 的 电磁 波源 (图 3. 3). 次 
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次 生 波 方 网 


A X HYI 
—— — 


-> 


| 
图 3.3 示意 人 射 波 与 散射 波 之 间 的 方向 关 季 


生 波 的 频率 .波长 与 人 射线 的 频率 ,波长 相等 。 由 于 原子 核 的 质量 比 电子 的 质量 大 得 多 (/m— 
1: 1840), 所 以 在 讨论 原子 的 散射 时 ,可 以 忽略 核 的 振动 而 仅仅 考虑 电子 的 振动 .另外 ,为 讨论 
衍射 间 题 的 方 使 ,在 此 近似 地 假定 原子 核 外 的 电子 都 集中 在 一 个 点 上 ,忽略 各 电子 散射 波 之 间 
的 相互 干涉 。 这 样 ,把 整个 原子 看 成 产生 次 生 电 磁 波 的 一 个 波源 , 它 的 散射 能 力 决 定 于 原子 的 
电子 数 的 多 少 。 

3.1.2. 无 限 原子 列 的 衍射 方向 

假定 一 个 由 则 种 原子 组 成 的 无 限 原 子 列 , 原 子 的 重复 周期 为 a, 即 相当 于 一 列 直线 点 阵 
中 ,每 个 点 阵 点 上 仅 有 一 个 相同 的 原子 。 当 X 射线 冲击 到 该 原子 列 上 时 ,每 个 原子 各 自发 射 次 
生 球 面 波 ,由 于 次 生 波 具有 相同 的 频率 和 波长 ,相互 必然 发 生 干涉 ,而 干涉 的 结果 必定 在 某 些 
方向 上 波 的 强度 加 强 , 而 在 某 些 方向 上 波 的 强度 减弱 。 为 讨论 的 方便 ,首先 研究 在 该 原子 列 上 


图 3.4 AA BARTEK FA 


的 任意 相 邻 两 个 原子 间 的 干涉 方向 。 假 如 任意 相 邻 两 原子 A 和 B( 图 3. 4) ,它们 各 自 向 四 周 发 

射 次 生 波 并 相互 发 生 干涉 ,干涉 的 结果 产生 合成 波 ,而 合成 波 的 强度 在 不 同方 位 上 是 不 同 的 ， 

仅 在 两 个 次 生 波 的 光 程 差 为 波长 的 整数 倍 的 方向 ,强度 最 大 , 即 在 光 程 差 为 14,24,34,*… ,nA 

等 的 方向 上 强度 最 大 ,而 在 其 他 方向 上 光 程 差 一 定 不 是 波长 的 整数 倍 ,相干 后 的 合成 波 的 强度 
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必然 小 于 整数 倍 的 方向 .而 在 光 程 差 为 1/24 的 方向 上 ,相干 后 强度 为 零 (图 3.4), . 

[1] 8E e JE ER E p| By 80 F , 4 £ ECT ACC BSACAE BUREUSEC Re] TF PP A SR ERAR 
间 光 程 差 为 波长 的 整数 税 方向 上 ,强度 最 大 ,而 在 其 他 方向 ( 非 整 数 倍 方向 } 上 由 于 各 原子 间 次 
生 波 相互 干涉 而 使 强度 为 零 。 因 此 ,只 有 4==n4 的 方向 是 无 限 原子 列 的 衍射 方向 ,4 为 光 程 差 ， 
n 为 任意 整数 。 这 里 再 强调 一 下 ,所 谓 衍射 方向 就 是 指 由 重复 周期 (此 处 为 a) 联 系 起 来 的 相 领 
两 原子 ,或 基 元 之 间 次 生 波 相干 后 合成 波 强 度 加 强 的 方向 , 即 A= nA 的 方向 ,而 其 他 方向 , 即 4 
关 n4 的 方向 由 于 在 无 限 原 子 列 中 各 原子 间 的 相干 而 使 入 射线 的 强度 为 零 。 

3.1.3 无 限 原 子 列 的 衍射 线 的 分 布 

假设 -- 东 平行 的 X 射线 ,与 上 述 无 跟 原 子 列 成 90"(a") 的 夹 角 入 射 到 该 原子 列 上 ,各 原子 
散射 次 生 波 ,并 相互 干涉 ,假定 在 与 原子 列 成 $ 角 的 方向 上 产生 衍射 , 根 活 产生 衍射 的 条 件 , 相 
邻 两 次 生 波 的 光 程 差 应 等 于 波长 的 整数 倍 。 出 图 
3. 5 ,两 次 生 波 之 间 光 程 差 为 ; 


A = BC 
而 BC = acos$ (0) 15 
则 A=acosg 


当 A= BAA Bf, Bl] acosg= hà 时 ,衍射 产生 ,此 
处 a 为 原子 的 重复 周期 ,h 为 任意 整数 , 称 为 衍射 
指标 ,是 原子 列 上 任意 相 邻 两 原子 散射 次 生 波 之 
间 的 光 程 差 , 以 4 为 单位 ,4 为 X 射线 的 波长 。$ 称 
DELE 

ERER AZE Lau) £ fE , H fE foi 3: 
RATIER- -O PE DAE E r ë 

由 公式 


图 3.5 无 限 原子 列 中 相 邻 两 
原子 间 的 相干 方向 


acos$ = hÀ 
cos$ = hà/a 
当 关 和 4 为 某 一 定 值 时 ,# 亦 为 常数 。g# 角 规 定 了 衍射 线 的 方向 ,凡是 与 该 原子 列 成 $ 角 的 
方向 上 , 均 符合 劳 厄 条 件 , 产 生 衍射 线 。 而 $ 角 的 大 小 决定 于 局 期 a 的 大 小 。 
34 A0 时, 称 为 0 级 入 射 ,这 时 cosg 二 0,$6 一 90*, 即 所 有 0 级 入 射线 都 分 布 在 与 原子 列 成 - 
90° 的 圆锥 面 上 ,而 圆锥 的 顶 和 角 大 小 与 周期 4 的 大 小 无 关 。 当 = 土 1 时 称 为 一 级 入射 ,这 时 
cosé— -EA/ash — 2 时 , 称 为 二 级 入 射 ,cos$ 二 土 24/a; 依 次 可 得 到 不 同 $8 值 。 以 $ 值 作 图 可 得 
到 各 级 本 射线 的 分 布 (图 3.6), 由 图 可 见 所 有 衍射 圆锥 都 分 别 位 于 入 射线 两 侧 的 同 轴 阅 锥 上 . 
第 二 级 的 圆锥 顶 角 小 于 第 一 级 男 锥 的 项 角 , 第 三 级 小 于 第 二 级 ,以 此 类 推 。 
WÈ X. 射线 以 与 原子 列 成 任意 夹 角 (ao) 的 方向 人 射 到 原子 列 上 , 则 由 图 3.7 可 推 得 光 程 


差 : 
A = BC — AD 
AD = acosa, 
BC = acos 


a 


图 3.6 无 限 原 子 列 的 各 级 衍射 线 的 分 布 图 3.7 入 射线 与 原子 列 成 任意 
角 时 无 限 原子 列 的 衍射 方向 


A = acos$ — acosa, = hÀ 
cosé = cosa, + AA/a 
同样 ,# 角 规定 了 入 射线 的 方向 , 当 产 必 以 及 入 射 角 av 一 定时 水 角 大 小 决定 于 a 的 大 小 。 
衍射 贺 欠 同样 分 布 在 入 射线 的 两 出, 二 级 圆锥 的 顶 角 小 于 一 级 ,三 级 小 于 二 级 … 等 等 。 但 
是 由 于 当 h 二 土 1 时 ,cos$ 一 cosao 土 字 的 值 不 同 ,所 以 两 贺 欠 项 角 # 的 大 小 不 同 ,A 二 1 时 的 人 角 
小 于 有 二 一 1 时 的 #$ 角 {图 3.8). 


图 3.8 入 射线 与 原子 列 成 任意 图 3.3 通过 原点 〇 的 直线 点 
角 时 各 级 衍射 线 的 分 布 阵 以 及 OP 向量 分 解 为 04 ， 
8B 和 OC 的 情况 


3 h=0 Bf ,cosé=cosa, ER ERN E A hF 180°, 它 的 大 小 决定 于 入 射 角 (a) 的 
大 小 ,而 与 原子 列 周 期 大 小 无 关 。 
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综 上 所 述 ,不 论 X 射线 以 多 大 角度 入 射 到 无 限 原 子 列 上 ,衍射 角 ( 和 的 大 小 决定 了 入 射线 
的 方向 , 当 A has 唯一 确定 时 ,$$ 角 的 大 小 决定 于 原子 列 周 期 (a) 的 大 小 ,a X WI 2 fg oa 小 则 
é 和 角 大 ,二 者 成 反比 关系 ;但 是 零 级 入 射 圆锥 锡 的 大 小 与 a 无 关 , 仅 决定 于 入 射 角 的 大 小 。 备 级 
衍射 角 之 间 的 变化 是 不 连续 的 分立 的 变化 。 在 某 一 级 衍射 中 如 2 级 , 则 由 a 联系 起 来 的 全 部 
相 邻 原子 同 的 光 程 差 都 是 24, 因 而 散射 线 的 步伐 完全 一 致 。 

3.1.4 ” 品 体 的 衍射 方向 

任何 一 个 三 维 唱 体格 子 总 可 以 由 三 个 相交 ,而 不 共 面 的 直线 点 阵 决定 ,相应 地 晶体 结 
样 可 以 由 三 个 相交 而 不 共 面 的 原子 列 决 定 。 这 样 ,整个 晶体 结构 对 义 etl 
也 将 由 上 述 的 三 个 原子 列 的 衍射 条 件 共同 决定 。 假如 以 a,b,e 表示 三 个 轴 的 方向 ,并 相交 于 OO 
点 ,三 个 轴 之 间 的 夹 角 为 a,8,7, 三 个 方向 原子 列 的 重复 局 期 分 别 为 4a,b,c, 则 由 上 述 abe, E 
轴 所 规定 的 具有 一 定 唱 胞 参数 的 晶体 结构 ,可 以 看 成 由 通过 共同 原点 O 的 元 数 直 线 点 阵 式 的 
原子 列 组 成 (图 3,9)。 当 X 射线 以 任何 入 射 角 冲 击 到 该 晶体 时 ,从 理论 上 讲 ,晶体 结构 内 任何 
一 原子 列 如 果 满 足 入 射 条 件 ( 衍 射 方向 决定 于 该 原子 列 的 重复 周期 ) 都 可 产生 自身 的 入 射 ,但 
是 由 于 晶体 结构 是 由 上 述 的 无 数 直线 点 阵 式 的 原子 列 构成 的 ,因此 作为 整个 晶体 要 在 其 一 方 
向上 产生 衍射 ,必须 使 晶体 的 全 部 原子 列 同时 满足 该 方向 上 的 劳 厄 条 件 。 但 是 由 于 晶体 结构 内 
任何 一 原子 列 上 ,从 原点 O 至 任 一 原子 的 向 量 ,都 可 分 解 为 ab,e 三 个 轴 方 向 上 的 向 量 ( 图 
3.9) ,因此 整个 晶体 的 衍射 将 由 三 个 轴 的 衍射 条 件 来 决定 .而 每 个 轴 的 劳 厄 条 件 可 按 3.1.3 节 
所 讨论 的 方式 推出 ,在 形式 上 完全 类 似 , 具 体 如 下 : 


a(cosa 一 cosa,) —hÀ 
b(cos8 — cosp) = ËÀ 
c(cosY — cos% y =iA 


这 一 联 立 方程 式 称 之 为 劳 厄 方程 式 , 它 规定 了 任何 一 个 三 维 空间 的 晶体 结构 的 衍射 条 件 。 
AP ass Boro 分 别 表 示 入 射线 与 三 个 原子 列 的 交角 ;而 o B. 分 别 为 衍射 线 与 三 个 原子 列 之 
加 的 夹 角 ( 图 3.10)。 有 ,i 均 为 整数 , 称 为 衍射 指标 。 某 一 具体 的 ph 值 规定 了 某 一 特定 的 簿 


ica 


ULIS 


图 3.10 ARR MHA 5 RR Ba 图 3,11 平面 点 阵 中 各 直线 
参数 间 的 关系 点 阵 产 生 的 共同 “反射 ? 线 


射线 的 方向 ,不 同 的 hki 值 规定 了 全 射线 的 不 同方 向 ,例如 231 术 射 , 即 表 示 在 “方向 由 重复 
周期 = 联系 起 的 任意 相 邻 两 原子 的 光 程 差 为 2\, 同 理 在 5 和 < 方向 由 65 和 < 联系 起 来 的 相 邻 
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两 原子 间 光 程 差 为 3 和 14。 衍 射 的 不 同 级 别 ,说 明了 相应 原子 列 上 由 重复 周期 所 联系 起 来 的 
任意 相 邻 两 原子 间 散 射 的 次 级 波 间 的 光 程 差 ( 以 A 为 单位 ?不同 。 

由 于 衍射 指标 Aer 都 是 正 或 负 的 整数 ,因此 本 射线 的 分 布 必然 是 一 些 分 立 的 线 , 记 录 下 来 
的 是 一 些 分 立 的 点 。 

一 个 晶体 要 产生 衍射 ,必须 同时 满足 三 个 方向 上 的 劳 厄 条 件 , 因 为 各 入射 角 (a,8,7) 之 间 
有 一 定 的 关系 。 当 和 衍射 指标 hki 为 一 定 值 时 ,衍射 线 的 方向 除 决定 于 蝇 胞 轴 长 a,b,c 以 外 ， 
还 决定 于 唤 胞 轴 之 间 的 夹 角 。 不 同 的 夹 角 与 入 射线 和 衍射 线 之 间 的 交角 不 同 , 即 在 公式 中 的 
aos Bo «Y, 和 ap8,7 值 不 同 , 这 说 明 上 晶体 的 和 射线 的 方向 和 在 空间 的 分 布 决定 于 晶 胞 的 形状 和 
大 小 。 由 此 可 以 设想 分 析 衍 和 花样 上 点 的 分 布 ,可 推测 唱 胞 的 形状 和 大 小 。 

3.1.5 布拉格 (Bragg) 方 程 

任何 一 个 三 维 的 晶体 结构 ,总 可 以 划分 成 大 量 的 ,不同 取 名 .不 同 间距 的 相互 平行 的 平面 
格子 式 的 结构 。1912 年 布拉格 ( 殉 .1L.Bragg) 从 某 一 组 平面 格子 式 结构 的 衡 射 特 性 来 讨论 整个 
晶体 的 衍射 ,并 建立 了 衍射 方程 , 称 布拉格 方程 。 

在 3.1.3 节 中 讨论 无 限 原子 列 的 入 射 方向 时 ,已 经 指出 了 零 级 衍射 线 的 衍射 角 总 是 等 于 
入 庙 线 的 入 射 和 角 , 衍 射 角 的 大 小 决定 于 入 射 角 的 大 小 ,而 且 与 原子 的 重复 周期 无 关 。 借 助 光学 
中 对 反射 的 定义 ,入 射 角 等 于 反射 角 , 可 以 把 元 限 原子 列 的 零 级 衍射 看 成 是 “反射 ”。 . 

一 个 平面 格子 式 的 结构 总 可 以 划分 成 各 种 不 同方 式 的 直线 点 阵 。 当 X 射线 以 某 一 角度 入 
射 到 该 平面 上 时 ,平面 内 的 每 个 直线 原子 列 将 产生 各 自 的 零 级 衍射 圆锥 ,但 是 一 般 情 况 下 它们 
的 衍射 方向 是 不 同步 的 ,要 得 到 共同 的 零 级 衍射 方向 ,必须 使 所 有 衍射 圆锥 相 切 于 一 个 方向 。 
下 面 将 证 明 这 样 的 共同 零 级 衍射 线 是 整个 格子 平面 的 “反射 ” 线 。 假 如 入 射线 OA 以 垂直 于 平 
面 的 上 方 ( 即 OA 与 平面 法 线 在 同一 平面 内 ) 打 到 周期 为 a 的 原子 列 A'4” 上 ,入 射 角 为 0, 零 级 
衍射 角 亦 为 8 图 3. 11), 衍 射线 为 AP ,OAB 平面 垂直 于 平面 点 阵 , 即 人 OB84= 90, PHRF 
中 任意 一 直线 点 阵 BB8”, 与 O4 入 射线 构成 的 入 射 角 为 #8, 零 级 衍射 角 亦 为 $, 零 级 衍射 线 亦 为 
AP, AP 入 射线 为 直线 点 阵 4'4A” 与 B'B" 的 零 级 衍射 圆锥 的 相 切 线 ,并 且 由 锥 体 人 OBAD 与 
从 PCAE 完全 相似 而 证 明 AP RE OBA 同一 平面 内 。 同 理 可 以 证 明 平面 内 任何 方式 的 ,不 同 
的 直线 点 阵 的 零 级 衍射 圆锥 都 相 切 于 AP 线 。 由 此 证 明 所 有 直线 点 阵 所 产生 的 共同 零 级 衍射 
线 AP 仿佛 是 整个 平面 格子 对 入 射线 的 反射 , 即 入 射 角 6 等 于 衍射 角 , 入 射线 与 衍射 线 构 成 的 
平面 垂直 于 平面 格子 (反射 面 )。 整 个 平面 内 不 同 周期 联系 的 任何 相 邻 两 原子 的 入 射线 和 衍射 
线 的 光 程 相等 (图 3. 12) ,而 整个 晶体 的 衍射 决定 于 相 邻 两 平面 的 “反射 " 线 的 光 程 差 , 当 光 程 
差 等 于 波长 的 整数 倍 时 ,衍射 产生 。 

假设 晶体 的 任意 一 组 平面 中 的 AB 面 (图 3.13) 的 入 射线 和 所 产生 的 “反射 " 线 较 之 由 相 
邻 平面 4 B' 的 入 射 和 “反射 " 线 要 多 走 EO 十 OF 一 段 工 离 , 即 两 者 之 光 程 差 A 为 ， 


A = EO + OF = ODsing ODsing = 2 ODsin0 = 2dsing 
AF d 为 平面 间距 ,2 为 入射 角 。 要 使 衍射 产生 ,必须 满足 相 邻 平面 间 的 光 程 差 为 波长 的 整数 
倍 , 即 
2dsinü = nÀ 
式 中 必 为 自然 数 , 称 为 反射 级 数 。 
这 一 方程 式 称 为 布拉格 公式 , 它 是 晶体 学 中 最 基本 的 公式 之 一 。 公 式 中 的 9 角 特 别称 之 为 
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衍射 线 


入 射线 


Figi 
GkD A B 


图 3.12 平面 内 人 尾 一 周期 相 联系 的 相 邻 两 原子 1,2 的 光 程 相等 


图 3.13 平面 组 对 X 射线 的 “反射 ? 


布拉格 角 , 或 称 为 衍射 角 。 这 个 公式 确定 了 任何 衍射 线 在 空间 的 位 置 , 并 由 公式 2 dsin8 = nà 
得 sing = 57,0 角 的 大 小 决定 了 "反射 ” 线 的 方向 , 当 ,4 一 定时 ,8 角 的 大 小 决定 于 4 的 大 小 ， 
并 互 成 反比 , 即 平面 组 (各 六 的 间距 daa K W 8 角 小 。 对 某 一 特定 的 平面 点 阵 组 (At 来 说 ,= 
信 不 同 ,如 =1,2,3…, 则 相应 的 衍射 角 分 别 为 吕 ,8,,8,…, 即 入 射 方向 也 不 同 。 

对 某 一 平面 组 来 说 , 带 有 公 因子 的 平面 指标 (nhnkn?) 是 与 (4&i) 平 面 组 平行 的 一 组 面 , 当 
丰 邻 两 平面 点 阵 问 的 光 程 差 为 ma 时 , 那 末 沿 着 a,b,c 三 个 轴 , 由 单位 平移 向 量 (a,5,c) 联 系 起 
来 的 ,或 沿 着 任何 平行 于 轴 方 向 的 相 邻 两 点 阵 点 间 的 光 程 差 为 nh4,nk4,ni4, 即 平面 指标 (h&/) 
与 劳 厄 方程 中 的 衍射 指标 hg7( 不 带 括号 ) 间 的 关系 为 (nh) =h, (i — OD =7 ,注意 (ni) 中 
B5 2 是 曲面 指标 ,而 等 式 右边 的 :是 街 射 指标 .由 图 3. 14, 当 (111) 平 面 组 相 邻 两 平面 间 的 光 程 
差 "一 1 时 , 则 (0,0,0) 点 阵 点 与 (0, 召 ,0) 点 阵 点 间 的 光 程 差 为 BAT YAT CO22D3E ET RICE 
当 # 二 1 时 (0,0,0) 与 人 0, 如 ,0) 点 阵 点 间 的 光 程 差 以 =24, 同 理 可 理解 在 a 与 方向 上 相 邻 两 点 
阵 点 冶 的 光 程 差 与 相 邻 两 平面 间 的 光 程 差 a4 > [e] f 3e A Leona 

3.1.6 衍射 线 的 分 布 与 倒 易 晶 格 

和 劳 龙 方程 和 布拉格 公式 都 可 预示 衍射 方向 ,并 由 布拉格 公式 2dsing 一 mu 可 以 算出 决定 衍 
射 方向 的 8 值 ,而 8 的 大 小 与 晶体 间距 d 成 反比 , 即 若 a 大 则 8 值 小 ,因而 衍射 花样 中 衍射 点 
分 布 密集 ;而 若 d 小 则 点 分 布 松散 ,由 此 ,如 能 够 建立 起 8 与 4 之 间 的 定量 关系 , 那 末 就 有 可 能 
MEMBRA d 值 , 推 知 0 的 不 同 值 ,从 而 预示 史 体 的 入 射线 的 几何 分 布 .这 对 于 解释 最 
体 的 入 射 现象 和 理论 计算 等 ,无 疑 是 非常 有 益 的 。 
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为 便于 讨论 ,我 们 以 向 量 的 形式 来 表示 布拉格 
公式 ,为 此 用 单位 向 基 so 和 5 分 别 代 表 入 射线 和 衍射 
线 的 方向 ,并 令 1s|= Is Lm La A X 射线 的 波长 根 
据 公式 2dsing = n2 , 当 晶体 产生 和 卫 射 时 ,入 射线 与 
“反射 ” 面 间 的 夹 角 为 98, 则 入 射线 与 “反射 " 线 之 间 的 
夹 角 为 29, 入 射线 与 “反射 " 线 在 同一 平面 ,并 垂直 于 
反射 面 。 

由 图 3.15 可 看 到 ;S$ 二 s 一 $6, 并 垂直 于 反射 面 
OP,|S|==CP 十 PD, 由 AOPD (B sinó—PD/ |s| ,PD 


图 3. 14 PRED ,衍射 Te ep i, 由 ACOP 得 CP — sinb |s| = 
BN hkl Ej n 间 的 关系 1 ] 
OA-a,OB-5.0C ec sind M [S | 一 2sing i* 


HA 2dsin6— A, 34 a= int, gil — 2898 y 

RARE: [| — p i n 为 任意 整数 时 ,iS | 一 n/d. 

S 向 量 的 方向 始终 垂直 于 反射 面 ,而 当 ”为 某 一 定 值 时 , 它 的 大 小 反比 于 “反射 " 面 间距 
d AP S 向 量 为 倒 易 向 量 。 如 果 在 SS 向 量 的 末端 D 处 用 一 个 点 表示 , 则 该 点 称 为 倒 易 点 , 它 与 
O 的 连 线 方向 , 即 为 衍射 线 的 方向 。 当 m 为 不 同 值 时 ,S 向 量 的 方向 不 变 , 仅 大 小 改变 , 则 规定 
了 不 同 级 的 街 射线 的 方向 。 

通过 倒 易 向 量 , 就 可 预示 任何 一 个 晶 格 的 倒 
易 晶 格 , 从 而 知道 衔 射线 (衍射 点 ) 的 分 布 特点 ， 

(1) 一 组 晶 格 面 的 倒 易 点 的 分 布 是 一 列 点 

设 任意 一 组 虞 格 面 的 间距 为 dw, 则 根据 S 
二 n/d,n 为 不 同 值 时 ,得 相应 的 -组 向 量 ,该 组 向 
量 都 垂直 于 项 格 面 ,其 大 小 为 1/4d，,2/d，,*…,n/d。 
在 每 个 向 量 的 末端 用 一 个 点 来 代表 ,就 得 到 一 列 ^S 
点 (图 3.16) ,这 列 点 称 为 倒 易 点 列 。 ”图 3.15 布拉格 公式 的 向 量 表示 

(2) 平面 晶 格 的 倒 易 点 的 分 布 是 一 个 平面 格 


+ . 
例如 , 设 一 个 单 斜 晶 格 ,a 与 轴 斜 交 , 夹 角 为 8, 而 & 轴 垂 直 于 ac 平面 .图 3. 17 表 示 该 晶 
格 沿 5 方 向 的 投影 ,a 55 c 在 纸 平面 内 ,8 角 等 于 人 aOc. 单 位 格子 沿 5 轴 的 投影 就 是 平行 四 边 
E OABC.OÀSET RAS a 边 ,而 5C 边 为 c 边 .将 该 单位 格子 向 a 与。 方向 重复 平移 就 构成 平 


面 格 子 ,在 图 上 格子 结 点 用 小 的 实心 圆 代表 。 通 过 格子 点 订 以 划分 各 种 平面 组 ,在 任何 一 平面 


组 内 ,其 相 邻 面 的 间距 是 一 定 的 按照 1S| 一 大 一 ,就 可 求 出 各 组 面 的 倒 易 点 ,例如 相当 于 平面 


对 
(hl) 


组 (100) 的 倒 易 点 在 图 中 是 垂直 于 (100) 面 的 D8 线 的 顶点 ,1OP =l ,用 方块 表示 , 倒 易 点 


, 
(100) 


指标 为 100。 用 同样 的 方法 可 求 出 其 他 平面 组 的 相应 的 倒 易 点 ,平面 组 (001) 的 倒 易 点 为 Q 点 ， 
平面 组 (101) 的 倒 易 点 为 B'A OPB 组 成 一 个 单位 平行 四 边 形 , 称 为 合 易 单位 平面 格子 , 沿 
32 


图 3.16 一 组 品格 商 的 倒 易 点 列 图 3, 17 “平面 唱 格 与 倒 易 咒 格 之 间 的 关系 


0 户 ,5Q 方 向 重复 平移 该 单位 格子 就 得 到 整个 倒 易 平面 格子 -由 此 证 明 -- 个 平面 格子 的 倒 易 点 
的 分 布 仍然 是 一 个 平面 格子 。 
D 三 维 唱 恪 的 倒 易 点 的 分 布 是 三 维 格子 
LER SEIL ELI ; 
Am E R EH P E R (010) B9 8] 5 
格子 点 ,从 而 证 明 单 斜 唱 格 的 个 易 
蝇 格 仍然 是 单 斜 的 三 维 格子 ,如 果 — T775 
倒 易 单位 格子 的 参数 天 a* 5c， oy tre 
a' ,8B* ,7 表示 , 则 < 垂直 于 品格 “PAR 
的 ab PE a EAF CPU. D REO UT ig 
KT ac H.H a* —1/das 5" —1/ da 


danie" = Md CH 3.18) 3 l 和 | 
易 单位 格子 向 各 方向 重复 就 构成 单 — C7 vct 
余 晶 格 的 倒 易 格子 。 


由 上 面 的 讨论 可 得 出 如 下 结 。 c 
论 :任何 一 组 平面 的 倒 易 点 的 分 布 — pesin 
是 一 列 点 ! 在 何 二 维 曲 格 的 倒 易 点 o aui 


的 分 布 仍 是 二 维 格子 :任何 三 维 唱 

格 的 倒 易 点 的 分 布 仍 是 三 维 格子 。 Vraa" (] —costa* 一 ccst8 — costar 
LEE < J, X: 3 P ES 人 

系 ,由 此 可 用 数学 公式 来 定义 晶 格 

EIE ID wai 
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图 3.18 ALBAE 5 E] ñb u 图 3.19 ” 倒 易 格子 结 点 (点 阵 点 》 
间 的 关系 至 原点 的 距离 |S| 
EE IEEE 
a*aq'—l a*b' = 0 a**c' = 0 


b*a* —0 bebt =1 bec" = 0 
c+a'=0 c*ó* =0 cece =1 
由 定义 式 可 知 , — diosa! bbc ib dii b' Lac Msc’ Y doo c Lac ffi. 
在 直角 坐标 系 中 ,a —1/a,b* —1/b,c' —1/c, R3 1X ETAR IE SR d RAI aB 38 5 [8053 a 
格 之 间 的 关系 .其 他 晶 系 的 唱和 格 与 倒 易 品格 间 的 关系 可 从 《国际 晶体 学 表 ;? 中 查 到 。 
由 唱 胞 与 合 易 晶 胞 之 闻 的 关系 ,可 以 从 已 知 的 唱 胞 参数 来 预示 倒 易 点 的 分 布 (衍射 点 的 分 
布 ), 并 对 每 个 倒 易 点 进行 指标 化 ,反之 亦 可 由 已 知 衍射 点 的 分 布 来 推算 晶 胞 的 大 小 和 形状 。 
假如 以 1S [来 表示 从 倒 易 格子 原点 至 任何 一 个 易 点 的 距离 ,并 以 hkl 为 该 点 的 指标 (图 
3. 19) , WI 


[S| = (ñ2a 2 + &b'? + Pc"? + 2hka* b' cos" 
+ 2hla*c'cosB* + 2&Ib" c* cosa" )14 


而 S| = —— = 一 
由 上 述 关系 可 以 计算 从 人 性 一 倒 易 点 至 原点 的 距离 。 
3.1.7 晶体 的 衍射 方向 与 反射 球 . 


晶体 衍射 点 的 分 布 可 以 用 倒 易 晶 格 来 描述 ,但 是 , 某 一 入 射 能 否 产 生 , 还 得 看 是 否 满足 劳 
厄 方程 或 布拉格 公式 ,1921 年 爱 华 德 (Ewald) 提 出 用 反射 球 的 概念 来 描述 衍射 产生 的 条 件 。 
在 图 3, 20 中 ,EO 为 入 射线 ,以 C 为 圆心 ,CO(CO= 171) 为 半径 作 一 个 男 。 假 设 在 C 处 有 一 
组 晶 面 ,以 CG 代表 , 接 布 拉 格 公式 , 则 C 记 为 “反射 ” 线 方向 ,CO 为 入 射线 方向 ,DO 声 即 为 $ 向 量 ， 
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图 3. 20 以 于 为 半径 的 反射 球 图 3. 21 两 种 不 同 波长 的 反射 球 


点 了 为 倒 易 只 格 点 。 按 布拉格 公式 的 向 量 表示 ,P 点 必定 满足 布拉格 公式 而 产生 衍射 ,方向 为 
C 访 . 同 理 可 以 证 明 在 球 壳 上 任何 一 点 都 可 满足 布拉格 公式 而 产生 衍射 , 故 把 1/ 为 半径 的 球 
称 为 反射 球 。 反 之 如 果 要 使 某 一 衍射 产生 ,就 必须 设法 转动 晶体 ,使 倒 易 晶 格 点 与 反射 球 相 碰 
而 满足 布拉格 公式 。 

反射 妹 的 大 小 直接 取决 于 和 射线 的 波长 ,波长 短 则 反射 球 大 ,波长 长 则 反射 球 小 (图 
3. 21)。, 在 2/4 的 直径 范围 之 内 的 所 有 倒 易 点 都 可 能 与 反射 球 表面 相 碰 而 产生 衍射 ,所 以 在 已 
知 波 长 的 条 件 下 ,可 以 计算 可 能 收集 的 最 多 衍射 点 数 N ,如 果 以 简单 蝇 胞 为 例 , 则 


(4/3)z(2/A)° 


N —OBESOBIKE 


3.2 衍射 线 的 强度 


3.2.1 一 个 原子 的 散射 
i S n, 


l= L, s= D SIT 十 cos?28) 


RP 7 为 和 人 射线 的 强度 ,” 为 电子 数 ,r 为 离散 射 中 心 的 距离 ,e 为 电荷 ,m 是 电子 质量 ,c 
为 光速 ,(1+eos*20) 项 是 X. 射线 部 分 偏振 的 修正 。 由 公式 可 见 , 散 射 强度 与 质量 成 反比 ,而 与 
电子 数 成 正 出 。 因 此 在 考虑 原子 的 散射 时 ,可 以 忽略 原子 核 的 散射 ,而 仅仅 考虑 电子 的 散射 。 媳 
果 忽 略 电子 在 原子 中 的 分 布 ,而 把 原子 中 的 所 有 电子 看 成 集中 在 一 点 上 的 点 原子 ,那么 某 一 种 
原子 的 散射 能 力 就 等 于 原子 序数 (Z). 因 此 一 个 原子 的 散射 能 力 可 用 一 个 电子 的 散射 能 力 的 f 
倍 表示 。f 称 为 原子 的 散射 因子 。 

实际 上 原子 的 电子 并 不 集中 在 原子 的 中 心 ,而 是 分 布 在 直径 与 4 相当 的 范围 内 ,从 而 各 电 
子 的 散射 波 之 间 会 相互 干涉 ,一 般 了 是 sin8/4 的 函数 ,9 为 布拉格 角 ,4 为 波长 ,了 值 随 9 的 增 
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加 而 下 降 ; 当 8 固定 时 ,f 随 4 的 变 短 而 增加 ; 当 6=-0 时 ,=2Z ,图 3.22 示 出 了 若干 种 原子 的 散 
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BH3.22 ”原子 散射 因子 曲线 


另外 ,原子 并 不 是 处 在 静止 状态 ,而 是 存在 着 热 运 
动 . 由 于 这 种 热 运动 而 降低 了 原子 散射 波 的 强度 ,这 种 
x cum ead eTR 5 数值 降低 ， 

一 8x2zz/3,z 是 原子 沿 和 三 直 于 反射 面 方向 的 平均 位 移 。 
Brun B—1.2— 2nm', 8 4 + E29 f 34 
0. 015—0. 05nm 2 Ë], B 值 越 大 , 则 衍射 强度 随 8 角 的 
增 大 而 下 降 越 快刀 由 经 验 决 定 , 实 际 考虑 了 多 种 因 彭 ， 
如 晶体 结构 的 某 些 统计 无 序 性 、 分 子 的 柔性 .强度 测量 
的 误差 以 及 晶体 对 射线 的 吸收 等 ,因此 平均 位 移 值 仅仅 
是 一 个 粗略 的 近似 ,由 于 原子 的 振动 并 非 各 向 同性 . 因 
此 B 值 一 般 应 作 各 向 异性 处理 。 

3.2.2 唱 胞 的 散射 强度 

唱 胞 的 内 容 是 让 生物 大 分 子 构成 ,而 分 子 由 各 种 原 
子 组 成 , 某 一 级 入射 hkl 是 由 晶 胞 内 每 一 个 原子 散射 的 
次 级 波 所 登 加 而 成 .如 果 唱 胞 内 有 N 个 原子 {图 3. 23)， 
在 某 一 hil 衍射 中 ,合成 电磁 波 的 电场 强度 将 由 N 个 原 
子 的 次 生 电 磁 波 所 合成 .假设 在 晶 胞 原点 的 原子 衍射 波 
的 周 相 角 为 零 ; 而 N 个 原子 散射 波 的 振幅 为 ff... 
广 ; 周 相 角 为 ,Gp,… ,和 h, 则 每 个 原子 的 散射 因子 ，: 

万 =f, f, = Je, ss, fu = fe 


因此 N 个 原子 的 次 生 波 的 合成 波 : 
Fa = f, + f, + == + fa = 22 fe (1) 


T gm 2 itp A, 为 第 个 原子 与 唱 胞 原点 的 光 程 差 . 则 L= S-S) 为 第 了 个 原子 
离 晶 胞 原点 的 距离 ,而 r;= zat ye a b,c ARRAK eU; y; Z; 为 分 数 坐 标 , 代 入 上 式 


f: 


p= 2nGrja + yb + zjc) * (s — s.) /À 
= 2x/A(rja * (s — s) + yb * (ç — s) 


十 zj， 
18 3835 JE 7r FE AP a* G— 8) — hA, b* 


(s — S) 


(s—5s,) —EA.c* 《5 一 $0) 二 以 ,代入 上 式 得 : 


9; = 2rlhr; + ky; + Iz;) 


代入 式 (1) 得 ， 


F, 一 Mee MS 
FECHA hu 的 结构 因子 ,因为 Fw 与 结构 中 的 不 同 种 类 原子 的 /和 原子 的 数量 ,分 


布 (zj,yjs,2)) 有 关 , 即 与 分 子 结 HIAR. 
Fw 可 改写 为 : 
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F, = |F, |c 

IF, | 称 为 衍射 hki 的 结构 振幅 ,Gu 为 衍射 hki 的 位 相 。 

结构 因子 是 一 个 复数 ,可 在 复 平 面 上 表示 .图 3. 24 示 出 
晶 胞 内 6 个 原子 在 hkl 衍射 中 的 结构 因子 Fus. O 

在 XX 射线 衍射 实验 中 ,可 用 久光 有 联 片 或 者 X 射线 计数 
管 把 每 个 衍射 强度 记录 下 来 ,而 强度 正比 于 结构 振幅 的 平 
方 年 , 即 

Ly © |F, | 

但 是 ,不 可 能 把 每 一 个 衍射 点 的 位 相 都 记录 下 来 ,因而 不 能 
从 强度 直接 推算 结构 因子 ,而 只 能 从 每 个 强度 推算 结构 振 000 BERETARA 
幅 , 这 给 进 -- 步 的 结构 分 析 工 作 带 来 了 困难 ,不 可 能 由 衍射 
强度 数据 直接 计算 原子 在 晶 胞 中 的 分 布 。 

3.2.3 晶体 的 衍射 强度 

晶 胞 是 组 成 晶体 的 基本 单位 ,因此 整个 晶体 产生 的 每 
个 本 射线 是 由 每 个 晶 苞 散射 的 X 射线 所 和 晋 加 而 成 ,例如 由 
你 个 曲 胞 组 成 的 一 维 晶 体 , 假 如 重复 周期 为 s RRE 
原点 的 第 一 个 晶 胞 的 散射 波 为 Fiw, 则 第 二 个 唱 胞 相对 于 
同样 的 原点 的 散射 波 应 为 Fue 7 079 38 UN T RHF 
原点 的 散射 波 应 是 Fiue2se-Dee-m。 因 此 整个 晶体 的 散射 
i. 


Sas ME DR 图 3. 24 MARI TS E As 
34 13H 252a Css) — 2x TE 3X hh DS (ERE 3 W| S 4° 
ña d e RARA ELITS , 083 £e 8 US RE KE k T X (Gruul ; 即 衍射 强度 Lut Gul. 
所 以 一 般 说 来 ,衍射 强度 正比 于 晶体 的 体积 .因此 ,适合 于 XX 射线 入 射 分 析 用 的 晶体 需要 一 定 
的 大 小 。 

3.2.4 衍射 花样 中 强度 分 布 的 中 心 对 称 定律 

如 前 所 述 虎 体 产 生 的 每 一 个 衍射 可 以 看 成 是 由 晶体 内 相应 的 一 组 平面 所 产生 ,而 每 一 组 
平面 由 确定 的 一定 种 类 的 原子 构成 ,因此 产生 的 衍射 线 有 固定 的 强度 ,同时 由 于 每 一 组 通过 
原点 的 平面 (hk) 能 产生 两 个 强度 相等 的 衍射 点 Pa 和 a E WTA E PEE kA CARD 
生 ( 图 3. 25)。 同 理 可 推 知 晶 体内 任何 一 组 平面 ,都 能 产生 两 个 强度 相等 的 入 射 点 ,因此 不 论 晶 
体 结构 内 是 否 存在 对 称 中心 , 所 产生 的 衍射 花样 的 强度 分 布 总 是 中 心 对 称 的 ,这 一 规律 称 为 中 
心 对 称 定律 ,或 称 为 弗 里 德 耳 (Friedel) 定 律 。 虽 然 在 晶体 结构 中 可 能 存在 32 个 点 群 ,但 是 由 于 
晶体 的 衍 身 强度 分 布 的 中 心 对 称 性 ,因此 在 衍射 花样 中 可 能 存在 的 点 群 , 仅 为 具有 对 称 中 心 的 
11 个 点 群 , 称 为 11 个 劳 厄 群 ( 表 3. 25, 

表 3. 2 ”11 个 劳 厄 群 


三 斜 单 余 四 方 - 六 方 EX 立方 
1 2/m 4/m 3 6/m mmm m3 
4immm 3m immm m3m 
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3.2.5 唱 胞 中 原子 的 数量 对 强度 的 
影响 

在 前 面 讨论 晶 胞 的 散射 强度 时 ,已 提 
到 结构 因子 与 晶 驳 中 原子 的 种 类、 数量 和 
分 布 有 关 , 即 结构 因子 与 分 子 的 结构 有 关 ， 
因为 晶 驳 中 不 同 种 类 的 原子 .数量 和 分 布 
决定 于 分 子 的 化 学 和 立体 的 结构 ,而 入射 
花样 中 每 个 衍射 点 的 强度 取决 二 每 个 衍射 

(ARD P S FS 8 + 65 88 8 8 ROLE HAE 
Lannen BIS Rp eS Sa B TP AED D TH 
oo 构 。 在 此 为 了 着 重 讨论 唱 胞 中 原子 数量 仅 
-b 影响 衍射 线 的 强度 而 不 改变 入 射 方向 的 问 
ncc va EE 题 ,我 们 以 由 两 个 原子 组 或 的 结构 基 元 , 按 
室 间 格子 结 点 分 布 的 结构 , 即 每 个 唱 胞 中 
仅 包含 两 个 原子 的 结构 为 例 (图 3, 26), 


+a 


(a) th} 


图 3.26 
(a) fi Kg EGUS VE AP KT BS E 33 i COO ARE BILE ETA- 个 原子 的 两 个 结构 


对 于 上 述 这 样 的 结构 ,在 形式 上 总 可 以 将 它 分 解 成 两 个 相等 旦 彼此 平行 ,并 穿插 在 一 起 的 
单 原子 结构 ,它们 的 格子 型 式 以 及 唱 胞 大 小 .形状 完全 一 样 ,与 没有 分 解 前 的 两 个 原子 结构 的 
空间 格子 型 式 ,以 及 晶 胞 大 小 和 形状 亦 完 全 一 样 ( 图 3. 26(b)) , 正 由 于 分 解 出 来 的 单 原子 蝇 格 
彼此 间 相 互 平行 又 具有 完全 相同 的 蝇 胞 大 小 和 形状 ,因此 产生 衍射 的 方向 与 没有 分 解 前 的 结 
构 是 完全 一 致 的 。 由 此 推 而 广 之 ,对 具有 间 样 晶 胞 大 小 和 形状 的 结构 来 说 , 品 胞 内 原子 数量 的 
增加 ,并 不 导致 新 的 衍射 方向 .但 是 衍射 的 强度 则 由 于 蝇 胞 内 原子 数量 的 增加 而 引起 变化 ,这 
是 由 于 所 分 解 出 来 的 各 个 结构 的 “反射 面 ”, 虽 然 都 是 相互 平行 的 ,但 一 般 并 不 重 权 在 一 起 ,而 
是 有 一 定 距离 .结果 ,由 不 同性 质 的 ,不同 平移 向 量 联系 起 来 的 原子 平面 所 “反射 "的 射线 之 间 ， 
将 出 现 光 程 差 ,而 且 这 一 光 程 差 一 般 不 等 于 波长 的 整数 倍 , 因 而 相互 干涉 就 会 使 衍射 强度 发 生 
变化 由 于 任何 一 个 具有 复杂 结构 ,如 生物 大 分 子 结构 ,所 分 解 出 来 的 .只 有 单 原子 结构 的 数目 
总 是 有 限 的 ,因此 , 除 特 殊 情况 外 ,干涉 的 结果 一 般 并 不 会 导致 衔 射 强度 的 消失 ,而 仅 是 强度 有 
所 改变 ,其 改变 程度 取决 于 各 “反射 " 线 振 幅 之 大 小 ,以 及 相互 间 的 光 程 差 , 即 取决 于 组 成 各 “ 反 
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射 ? 面 的 凉子 性 质 及 各 种 面 之 间 的 距离 .图 3. 27(a) 示 意 了 分 解 出 来 的 两 个 不 同 面 之 间 “ 反 射 ” 
线 相互 干涉 对 强度 的 影响 ,假如 在 100“ 反 射 " 中 ,相距 为 的 两 个 平面 间 的 光 程 差 为 14, 而 不 同 
原子 面 之 间 的 距离 ,假如 为 4/3, 则 两 个 不 同 面 间 的 “反射 " 线 的 光 程 差 为 /3, 按 公式 2dsinb 二 
nion 不 为 整数 ,各 “反射 " 线 间 相 互 干涉 ,而 使 强度 减弱 [图 3. 27(b)]。 

晶体 衍射 线 的 强度 ,一 般 地 讲 , 反 比 于 唱 胞 内 原 
子 的 数量 ,数量 多 则 衍射 强度 弱 . 因 此 生物 大 分 子 的 
分 子 量 越 高 ,原子 数 越 多 ,构成 晶体 的 唱 胞 将 越 大 、 
衍射 强度 将 赴 弱 .为 收集 更 强 的 衍射 强度 ,就 要 求 培 
养 出 更 大 的 分 析 用 的 是 体 ,这 给 生物 大 分 子 的 晶体 
分 析 工 作 带 来 了 困难 ,反之 两 个 包含 完全 相同 数量 
和 种 类 原子 的 晶 胞 , 仅 原 子 在 晶 胞 中 分 布 不 同 的 晶 
体 , 则 将 出 现 不 辐 的 衍射 强度 分 布 ,这 说 明 分 子 的 立 
体 结构 信息 存在 于 衍射 强度 之 中 。 

3.2.6 ”空间 格子 ,对 称 元 案 对 衍射 强度 的 影响 

3.2.6.1 不同 格子 型 式 对 强度 的 影响 

在 前 面 讨论 劳 厄 入 射 条 件 时 ,都 是 以 简单 格子 
为 基础 的 ,而 实际 晶体 中 却 存在 着 复 格子 .图 3. 28 _ 
(a) 示 出 了 两 种 不 同型 式 的 立方 格子 在 平面 上 的 投 (b) 
影 ,假如 在 每 个 格子 结 点 上 都 由 同一 种 原子 构成 .图 图 3.27 
Ca) 上 部 展示 一 个 平面 正方 简单 格子 结构 , 晶 胸 中 仅 (a) 示 意 两 个 不 同 平面 组 之 间 的 距离 差 ， 
有 一 个 原子 ,假定 坐 释 为 zy)》 ,那么 在 100,200… 等 (2 Ai, 产 分 别 表示 不 同 面 组 的 散射 因子 
各 级 入 射 中 ,根据 公式 Fin 表示 合成 的 散射 因子 


= ian (hr Hh) 
Fu = >) f etes k: 
j=1 


则 Fi — fe?" , Pi m fe” ,Fiw 一 所 ;因而 各 级 衍射 强度 (Joo) 痢 相 等 . 同 理 , 根 据 布拉格 公 
式 , 当 n=1,2… 等 各 级 “反射 ”中 ,在 (100) 平 面 组 中 相 邻 面 间 的 “反射 ” 线 的 光 程 差 为 14, 2A, 
…,n4, 都 为 波长 的 整数 倍 ,“ 反 射线 相互 加 强 [图 3, 28(b) 上 ]。 而 对 于 一 个 平面 正方 体 心 格子 
结构 [图 3. 28(a) 下 :来 说 , 唱 胞 中 有 两 个 原子 A 和 了 ,假定 坐标 分 别 为 (zy 和 (z 十 1/2,y 十 
1/2), 则 根据 公式 : 


Fu fert 十 fer cmo em] 
= ferrik) 二 f ogitiüreky) , PRAH) 
= fete 十 eire) 
4 h- ER HR, F. 0 
当 ABE RUT, Fu = 2 fimt 
由 此 在 晶体 的 Me0 衔 射 花样 中 ,凡是 4 十 4 一 奇数 指标 的 衔 射 强度 都 为 零 ( 系 统 消 失 ) 。 同 理 
可 按 布 拉 格 公式 分 析 在 w=1 的 “反射 "中 ,平面 组 (100) 中 相 邻 面 闻 的 光 程 差 为 14, 但 是 与 相 令 
的 平 画 组 (200) 之 间 “ 反 射线 的 光 程 差 为 2, 由 于 两 组 平面 都 由 间 种 原子 组 成 ,因而 相干 的 
结果 ,使 该 方向 强度 为 零 . 在 a=2 的 “反射 "中 ,不 同 平面 组 间 的 “反射 " 线 的 光 程 差 为 14, 因 而 
“反射 " 线 相互 加 强 [ 图 3. 28078] 
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fa 次 一 2 100 反射 ; Fi == 27, 
Ax 0 = 0 Yr Fo 
200 反射 : Fzso—2fi 


"n g, = 2x 100 反射 ， Fi 0 
fs g, = x fi> 
— fı 
fi $-—0 200 反射 ， Fw 2 f, 
T 3 7d 
(b 
网 3.28 


(a) 上 为 正方 简单 格子 ,下 为 正方 平面 体 心 格子 ;(b) 万 , 产 分 别 代表 由 平移 最 o 所 联系 
的 相 邻 而 的 散射 岗子: 史 , 因 为 万, 产 的 位 相册 分 别 
代表 由 如 原 子 构成 的 平面 的 散射 园子 和 位 相 


辣 理 ,可 推广 至 三 维 体 心 客 子 的 消光 规律 ,十 十 /= 奇数 的 衍射 点 强度 为 零 ,其 他 非 简单 
格子 的 消光 规律 ,可 用 同样 的 原理 和 方法 推 引 。 
3.2.6.2 螺旋 轴 、 滑 移 面 对 衍射 强度 的 影响 
在 晶体 结构 中 若 存在 某 种 螺旋 轴 或 滑 移 面 , 则 一 定 存在 由 平移 向 量 联系 起 来 的 分 子 或 原 
子 团 。 这 样 的 原子 排列 对 X 射线 衍射 强度 会 产生 系统 的 影响 ,例如 在 < 方向 存在 一 个 二 重 螺 
旋 轴 (图 3, 29), 则 若 在 唱 胞 中 存在 一 个 原子 A(z,y， 
z), 必 有 2 联系 起 来 的 原子 BCz,y,z 十 1/2), 则 


F... F, = fpe toto 十 faeit non ee 
A NES f. e faet Artit 十 fye tento 7 e 
d ^ doo fire, 
Fa 2f, Foy = fae™ + Spe = et = faq + e") 
A E E 当 ?7 一 奇数 时 ,Fou 一 0; 
a 24 =R RH , Fou = 2,67" 
图 3. 29 2 螺旋 轴 联 系 的 原子 和 同 理 根 据 布拉格 方程 ,在 1 级 衍射 中 ,由 图 若 原 
Fa, Fas 的 向 量 合成 子平 面 AA 之 间 的 光 程 差 为 14, 则 AA 与 BB 面 间 的 


光 程 差 为 1/24, “反射 ? 线 相互 干涉 而 使 强度 为 零 . 而 
在 2 级 衍射 中 ,44 与 BB 之 间 的 光 程 差 为 14, 相 互 干 
涉 而 使 强度 加 强 。 以 此 类 推 , 当 n 为 奇数 的 衍射 点 将 系统 地 消失 。 

如 果 唱 体 结构 中 存在 某 种 滑 移 面 , 由 于 该 对 称 元 素 亦 存在 一 个 平移 量 , 因 此 必然 引起 系统 
消光 ,例如 在 单 斜 晶 系 中 存在 一 个 垂直 于 志 轴 的 a 滑 移 面 , 若 在 晶 胞 中 有 一 个 原子 ACzyyyz)， 
必 有 另 一 个 原子 B(z+1⁄2,y,z)(E3. 30), 则 
- f enz th en J ferent kel) 
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在 hor 衍射 中 ， 
Fi = femen (1 十 ey 

当 产 一 奇数 时 ,Pio 一 0 一 偶数 时 ,Po 一 2 

据 在 拉 格 方程 ,在 1 级 衍射 中 ,或 x 一 奇数 时 ,A 
原子 平面 与 B 原子 平面 间 的 光 程 差 为 1/24. 各 次 级 
散射 波 相 互 干涉 ,衍射 点 强度 系统 消光 而 为 零 , 当 
偶数 时 ,A 与 B 两 原子 平面 间 的 光 程 差 为 4 的 束 
数 倍 ,各 波 相互 干涉 而 系统 加 强 。 

由 格子 的 不 同型 式 ,螺旋 轴 和 滑 移 面 所 引起 的 p 
ARREA H S TL tB ORANE Sushi a asa 
此 通过 分 析 衍 射 花样 中 强度 的 系统 消光 的 特点 ,可 Cena i 
判断 晶体 的 晶 格 型 式 ,以 及 是 否 存在 某 种 螺旋 轴 或 
某 种 滑 移 面 等 微观 对 称 元 素 ,从 而 可 以 测定 晶体 存在 的 或 可 能 存在 的 空间 群 。 表 3.3 和 表 3.4 列 
出 了 系统 消光 规律 与 空间 格子 和 对 称 元 素 间 的 关系 590。 


53.3 空间 格子 的 消光 规律 


空间 格子 类 型 I 消光 规律 
体 心 hki 反射 中 十 k 十 1 一 2x 十 1 
A TE OCTO hki 反射 中 k+i=2a+1 
B iid CO1008 > hki Fih 天 十 ?一 2# 十 1 
世面 心 (001 面 ) hki 友 射 中 hob 2n 
面 心 hh 反射 中 hd bk Uh 222-1 


表 3. 4 在 蛋白 质 品 体 结构 中 存在 的 对 称 元 素 的 消光 规律 


对 称 元 素 对 称 元 素 方向 消光 规律 


TEREM) J h=2n+1 
SERENO) zamen ^ oko  |#=2n+1 
ATEM e C62 € vm {=2n+1 
aded] e 00 — |i-3n--1.54-2 
四 重 螺旋 轴 (41 ,43) a A 00 上 二 dn 十 ] ,2 或 4 

b OkO k=4n+1,2323 

c 001 1 二 dn 十 1,2 或 3 
六 重 螺旋 加 (61,65) c 17 6n 十 1,2,3,4 或 5 
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第 四 章 ”记录 衍射 花样 的 方法 


记录 衍射 花样 (衍射 线 的 几何 分 布 和 强度 ) 的 目的 ,第 一 在 于 通过 测量 衍射 点 的 分 布 计算 
倒 易 晶 胞 的 大 小 、 形 状 ,由 此 算出 唱 胞 的 大 小 和 形状 ,同时 通过 分 析 衍 射 花样 的 对 称 性 ,测定 最 
体 所 展 点 群 ,以 及 根据 系统 消光 规律 确定 最 格 的 型 式 和 可 能 的 空间 群 等 ;第 二 测量 每 个 衍射 点 
hki 的 强度 ,并 由 强度 计算 出 结构 因子 的 振幅 值 ,为 确定 晶 胞 中 的 原子 分 布 准 备 一 套 衍射 数 
B. 

记录 和 本 射 花 样 的 方法 , 随 着 品 体 结构 分 析 工 作 的 发 展 亦 不 断 改 进 ,特别 是 电子 计算 机 的 应 
用 ,使 X 射线 衍射 数据 的 收集 和 处 理 更 加 精确 、 高 速 , 自 动 化 .但 是 根据 记录 衍射 花样 的 不 同 
方式 可 分 两 大 类 :胶片 法 和 计数 管 法 .胶片 法 主要 是 用 XX 光 胶 片 记录 衍射 花样 ,使 用 的 方法 主 
要 有 回 的 法 , 旋 进 法 、 魏 森 堡 法 等 ;计数 管 法 主要 用 正比 计数 管 记录 衍射 花样 ,主要 使 用 的 仪器 
为 四 国 衡 射 仪 ,面积 探测 仪 等 ,这 些 专门 的 仪器 结构 较 复 杂 . 有 专著 介绍 ,在 此 仅 为 进一步 理解 
区 射线 衔 射 法 的 基本 原理 ,主要 介绍 回 摆 照 相 法 . 旋 进 照相 法 、 魏 森 堡 照相 法 和 四 圆 衍射 仪 的 
基本 原理 。 


4.1 X 射线 的 产生 和 一 般 性 质 


一 般 产生 X 射线 部 是 借助 阴极 射线 (高 速 电子 流 ) 对 物质 的 碰 擅 来 获得 . 
X 射线 机 上 用 的 封闭 式 和 射线 管 (图 +. 1) 为 一 高 度 真 空 管 ， 管内 主要 志 阴 极 和 阳极 (村 ) 


X 射线 ÈA 真空 


RUR 金属 套 灯丝 RER X 
图 4.1 封闭 式 X 射线 管 示意 图 


两 部 分 组 成 , 阴 慨 为 够 丝 , 当 通电 时 , 先 丝 炽热 而 在 真空 中 放出 自由 电子 ,此 时 若 在 两 极 间 加 以 
高 电压 (30 一 60kY)，, 则 在 此 电场 的 作用 下 ,阴极 附近 的 自由 电子 以 接近 光速 的 速度 向 阳极 作 
加 速 运动 , 当 它 们 到 达 阳 极 靶 面 时 突然 被 阻止 ,其 一 部 分 动能 即 转变 而 产生 X 射线 ,而 绝 大 部 
分 能 量 转变 成 热能 .因此 阳极 要 很 好 地 通 水 冷却 ,否则 很 快 就 把 X 射线 管 烧 坏 。 

由 和 光 管 产生 的 射线 包括 “白色 ”X 射线 和 特征 X 射线 两 部 分 .白色 射线 包括 了 一 系列 
波长 的 连续 光谱 , 它 是 由 于 高 速 电子 与 阳极 撞击 时 电子 被 阻止 的 方式 不 同 , 有 的 在 靶 面 停止 ， 
有 的 穿 透 到 靶 面 层 ,深浅 不 一 ,失去 能 量 多 少 不 同 ,因而 发 射 的 X 射线 波长 亦 不 同 ,形成 一 个 
连续 光谱 .“ 白 色 ”X 射线 的 性 质 与 加 在 XX 射线 管 两 极 的 电压 有 关 , 与 靶 材 料 无 关 。 假 如 所 加 电 
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压 为 V, 将 产生 的 “白色 ”X 射线 的 最 短波 长 为 为 
则 a| K. 
连续 波 的 强度 随 波 长 而 改变 (图 4. 2)， | 
特征 射线 是 由 阳极 材料 决定 的 有 特定 波长 的 
X 射线 特征 X 射线 的 产生 是 由 于 高 速 电子 把 阳 | K; 
BRC INE K 层 的 电子 赶 出 ,再 由 外 层 电 子 | jii 
跃迁 进去 ,由 于 位 能 的 下 降 厕 发 出 的 X 射线 ,一 
种 靶 材 料 能 被 同时 激发 出 若干 条 波长 木 同 的 特征 E 
谱 线 ,如 铜 轰 在 36kV 电压 下 ,能 发 射出 K... K... 
K, 等 射线 晶体 结构 分 析 主要 用 强度 最 大 的 上。 a WR X 射线 光谱 
射线 ,其 他 谱 线 可 设法 (如 用 晶体 单 色 器 ) 滤 去 。 
X 射线 与 可 见 光 ,无 线 电波 ，- 样 ,为 电磁 波 。 它 直线 传播 ,波长 较 短 ,在 晶体 结构 分 析 中 所 
用 的 波长 一 般 在 0. 05 一 0. 25nm 范围 内 。 
X 射线 折射 率 很 小 , 穿 透 力 强 ,能 镍 物质 吸收 ,因此 在 使 用 时 必须 注意 防护 和 安全 操作 。 唱 
体 衍射 实验 用 的 X 射线 较 医 学 上 用 作 人 体 透 视 的 X 射线 波长 要 长 ,更 易 被 人 体 吸收 ,所 以 危 
BC LER QUAL BE FH AS X 射线 束 较 集 中 ,易于 防护 ,只 要 注意 安全 操作 ,是 可 以 防止 对 机 体 
的 损伤 的 。 


特征 光谱 


4.2 ”蛋白 质 晶体 的 挑选 和 安装 


生物 大 分 子 晶 尊 , 例 如 蛋白 质 晶体 ,不 辐 于 一 般 的 有 宙 分 子 虎 体 , 含 有 大 量 的 溶剂 分 子 , 可 
高 达 40%% 左 右 。 由 此 晶体 包含 着 两 相 , 一 是 固 相 ,出 蛋白 质 分 子 , 通 过 分 子 间 的 几 个 接触 点 形成 
包 格 ,而 另 一 相 是 充满 晶 格 的 滚 相 。 和 直接 与 蛋白 颖 分 子 接触 的 溶剂 ,通常 是 有 序 的 ,能 同 分 子 表 
面 的 极 性 基 轩 形成 很 强 的 氢 键 .而 大 量 溶剂 分 子 是 无 序 的 ;这 些 溶 剂 分 子 对 维持 整个 晶体 结构 
的 有 序 性 相当 重要 ,一 旦 晶体 暴露 在 空气 中 ,溶剂 将 蒸发 而 使 蛋白 质 分子 堆 积 更 紧密 ,并 失去 
原 有 的 分 子 排 列 的 规则 性 .最 后 晶体 失去 入 射 能 力 而 无 法 应 用 ,因此 在 进行 X 射线 衍射 实验 
以 前 ,必须 仔细 挑选 晶体 ,然后 把 晶体 安装 在 毛细 管内 ,设法 保持 在 一 个 高 湿度 的 环境 里 。 

由 于 生物 大 分 子 的 分 子 量 很 高 ,由 大 量 轻 诛 子 组 成 ,结构 复杂 ,因而 形成 的 晶 胞 的 体积 都 
较 大 ,再 如 上 溶剂 含 基 较 多 ,因此 晶体 的 衍射 本 领 较 弱 .为 此 在 挑选 晶体 时 ,应 综合 考虑 分 子 量 
的 大 小 .光源 的 强 弱 等 因素 ,要 在 偏光 显 微 匀 下 仔细 观察 和 挑选 无 裂缝 、 透 朋 度 好 、 线 度 清 晰 的 
单 晶 , 大 小 在 0. 8X0.6X0,4mm’ 左 右 ,然后 根据 已 挑选 晶体 的 大 小 ,选择 管 壁 很 薄 (0. 001mm) 
志 径 略 大 于 蕊 体 的 玻璃 管 或 石英 管 .玻璃 管 要 求 硬 质 ,不 含 重 原子 , 因 重 原子 能 吸收 和 散射 义 
Ba. : 

把 晶体 引进 到 较 细 的 管 中 是 一 件 细 致 .要 有 耐性 和 经 验 的 工作 , 稍 不 注意 就 很 容易 把 长 期 
辛苦 培养 的 晶体 毁 于 一 旦 .所 使 用 的 方法 较 多 ,有 利用 毛细 管 的 虹吸 作用 把 晶体 吸入 的 , 亦 有 
用 注射 器 连接 细 管 把 晶体 吸入 的 等 等 ,可 根据 各 人 的 实践 和 经 验 选 择 。 在 装 进 上 晶体 以 后 ,根据 
照相 的 要 求 设法 调整 晶体 在 管 中 位 置 和 取向 ,然后 小 心 吸 去 晶体 闽 围 过 多 的 溶剂 ,并 在 管 两 端 
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加 一 小 汪 结 晶 母液, 最 后 用 真空 错 把 两 端 密封 (图 4. 3) 08, 


TEA RUAT 


(b) 


吸 支 多 食 的 赴 激 


EARE 
ABER - 


(c) 
bg UA ARAR Bh 


EI (E Synt in dn K 


图 4.3 装 晶 体 的 步骤 
(a) TR ña HE SE 3: 35488 pr Cb REAL E 
6$ SEHR CO 5 38 aE 


4.3 [iH 


ER RUD RE € X 射线 ,晶体 装 
在 测 角 头 上 ,晶体 的 取向 与 摆动 轴 平 行 .为 
了 保证 有 足够 的 衍射 产生 ,晶体 绕 轴 来 回 
摆动 ,摆动 角度 可 根据 实验 需要 确定 ,在 离 
晶体 的 一 定 距离 处 安置 一 张 贺 笛 形 或 平板 
底片 ,入 射 X 射 王牌 直 于 摆动 四 (图 4. 4 
2). 

按 劳 厄 方程, 平行 于 摆动 轴 的 每 - 
线 原子 列 所 产生 的 衍射 效应 ,将 形成 不 同 
级 的 以 摆 轴 为 轴 的 一 系列 圆锥 面 .这 些 加 
锥 与 图 简 形 底片 相交 均 为 一 个 圆 .如 果 将 
底片 展 平 , 则 展现 出 一 系列 平行 线 ,个 是 ， 
晶体 是 三 维 空间 结构 ,因此 所 产生 的 本身 
效应 , 除 必须 服从 加 方向 的 劳 厄 条 件 以 外 ， 
还 必须 服从 另 两 个 方向 的 劳 尼 条 件 , 从 而 
产生 的 街 射线 将 出 现在 各 衍射 圆锥 的 相 夫 
A E ,而 形成 某 些 不 连续 的 线 ,它们 与 贺 简 
形 底片 相 截 , 则 在 底片 上 产生 相应 的 入 身 
点 . 当 底 片 展开 时 , 即 成 为 分 布 在 若干 条 平 


图 4.4” 回 摆 照 相 装 置 原 理 和 底片 展开 后 的 层 线 


行 线 上 的 斑点 (图 4.4 右 )。 


在 回 摆 图 上 ,衍射 点 分 布 的 直线 称 为 层 线 。 通 过 底片 中 心 的 层 线 称 为 0 层 线 , 相 当 于 !=0 
的 圆锥 在 底片 上 的 由 截 点 ,从 0 晨 向 上 ,依次 为 十 I 层 ,十 2 层 … 等 ,从 0 层 往 下 依次 为 一 1 度 、--? 
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层 … 等 .它们 分 别 与 “一 士 1 一 土 ?… 等 圆锥 在 底片 上 的 相 截 点 相对 应 。 
回 摆 法 可 用 于 调整 晶体 定向 、 观 察 晶体 对 
称 性 和 分 辨 率 。 在 测定 生物 纤维 状 物 质 ( 详 见 
4.7,1) 的 周期 或 晶 胞 参数 时 , 回 摆 图 上 , 层 线 
的 距离 与 晶体 杏 动 轴 的 周期 存在 着 一 定 关系 。 
假如 平行 于 据 轴 的 唱 轴 的 周期 为 c, 唱 轴 底片 
的 距离 , 即 圆 简 形 祝 片 的 半径 为 RR, 第 1 宕 至 0 
BLRB RA y.( 图 4. 5) ,出 


ccosr, = {4 


而 图 4.5 BREES e Dn) c 的 关系 


则 


c = IAN Y + R/Y? 
图 简 形 底片 之 半径 只 可 实际 测定 ,为 已 知 波长 ,! 为 所 测 层 线 的 级 别 ,y 可 从 底片 上 测 得 , 代 
入 二 式 就 可 求 出 < 轴 的 单位 长 度 .其 他 两 个 方向 清和 的 晶 胞 轴 长 亦 可 按 同 样 方法 摄取 5 方 
向 和 a 方向 的 回 摆 图 求 得 。 - 
回 摆 法 在 生物 大 分 子 单 晶 衍射 数据 收集 中 主要 应 用 在 以 潜 像 板 记录 衍射 数据 的 面积 探测 
仪 上 .这 时 ,晶体 的 定向 不 必 一 定 要 与 摆 轴 平行 ,摆动 角度 按 晶 孢 大 小 确定 ,一 般 在 2" 左 右 。 在 
像 板 上 记录 的 每 幅 衡 射 花 栏 ,经 仪器 自动 地 读 出 后 ,在 屏幕 上 显示 ,并 把 数据 储存 在 计算 机 内 。 


4.4 旋 进 照相 法 


旋 进 相机 是 一 种 旋 进 蝇 体 , 旋 进 底片 的 单 晶 相 机 , 它 能 拍摄 不 焉 曲 的 .所 选 定 的 倒 易 略 子 
晨 。 它 是 蛋 日 质 晶体 结构 分 析 最 基本 的 工具 ,用 它 测定 紧 体 的 对 称 性 、 空 间 群 以 及 检查 重 原 子 
衍生 物 的 强度 变化 等 ,在 很 多 情况 下 亦 用 来 收集 强度 数据 .这 种 相机 在 1942 年 由 贝尔 格 尔 
(Buerger) 设 计 , 故 称 由 尔格 尔 旋 进 相机 (图 4. 6) 。 

4.4.1 基本 原理 : l 

设想 一 个 倒 易 格子 平面 POQ S ECT À 9 X S8 CO ,并 与 反射 球 相 切 于 O 点 ,其 法 线 
ON 与 CO 重合 ,如 在 倒 易 格子 平面 后 放置 一 张 平板 底片 , 仅 能 记录 入 射线 (图 4, 7) .假若 使 倒 
易 格子 平面 的 法 线 ON 倾斜 一 个 a 角 , 这 时 倒 易 格子 与 反射 球 相交 成 一 个 圆 ,如 果 在 与 倒 易 
格子 平面 相 平行 的 位 置 放 一 张 平 板 底片 ,就 可 记录 到 衍射 花样 (图 4. 8) ,衍射 点 都 分 布 在 P'O 
为 直径 的 圆周 上 ,现在 将 e 角 保持 恒定 ,并 使 ON 法 线 绕 着 XX 射线 旋 进 ,从 X—X—Xqu 
4. 9) 使 倒 易 格子 平面 的 各 倒 易 格子 点 随 着 旋 进 运动 与 反射 球 不 断 相 磁 , 满 足 产 生 衍射 的 条 
件 ,图 4. 10 示 意 记 录 到 的 几 个 与 反射 球 相 碰 时 的 特殊 位 置 。 
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图 4.6 ERHAN 


(a) (b) 


图 4.7 倒 易 格子 平面 垂直 于 和 人 射线 ,并 与 反射 球 相 切 
Ca B] EA i (b) SE ETT 


如 果 底 片 始终 保持 平行 于 POQ 平面 ,并 随 着 该 平面 同步 旋 进 , 当 各 倒 易 格子 点 与 反射 球 
相 磁 时 ,衍射 产生 ,底片 就 可 记录 到 各 个 “反射 " 线 , 这 样 记录 的 全 部 衍射 花样 ,将 与 倒 易 格子 层 
的 类 型 完全 一 致 。 

4.4.2 各 层 倒 易 格子 平面 的 分 离 

在 上 节 只 讨论 了 一 层 倒 易 格子 与 反射 球 相 碰 的 过 程 ,实际 上 在 旋 进 过 程 中 各 雇 倒 易 格 子 
都 不 同 程度 地 与 反射 球 相 磁 .因此 要 保证 每 次 实验 仅 记录 到 所 需 的 一 层 倒 易 格子 ,就 必须 插入 
一 个 称 为 层 线 屏 的 装置 , 它 只 允许 某 一 层 的 衍射 圆锥 通过 ,而 屏 蔬 了 其 他 各 层 的 入 射 圆锥 。 

4.4.2.1 零 层 层 线 屏 的 位 置 

由 图 4. 11 可 知 , 零 层 层 线 屏 至 晶体 的 距离 $ 与 旋 进 角 py 的 关系 : 


cot — $ 
ge 
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衍射 线 
P 


fil 5j fe 31 rj 


(a) Uu? 
图 4.8 GEL EECTRURE— e e fü RARR 
(a) Bid; 立体 图 


图 4.9 倒 易 格 子平 面 的 法 线 图 4.10 在 旋 进 过 程 中 倒 易 格子 平面 与 
绕 入 射线 旋 进 反射 球 相 碰 时 的 4 个 特殊 位 置 


Wi So = r,cot# 
r, 为 屋 线 屏 半径 。 由 实验 所 要 求 的 上 值 和 选 定 的 r, 
` 值 即 可 由 上 式 求 5, 值 。 
4,4.2.2 非 零 层 层 线 屏 的 位 置 
由 图 4. 12 得 入 射线 


S, 
cot», = p 
$ 


则 S, = cotu,r, 


». 588 n iz AGE DESEAS, 为 第 n 层 层 线 屏 至 
晶体 的 虐 高 。 图 4.11 ERRARE 


v, 由 校正 晶体 时 的 静止 照片 上 求 得 ; 


r, 
tan», = F 


r 为 第 nn 层 至 底片 上 入 射线 中 心 距离 ,F 为 晶体 至 底 
片 距 离 。 
或 由 £ = coszg — coss, 
cosv, = cosg — € 
», = cos !(cosz — DD 
“为 第 n 层 倒 易 格 子平 面 至 零 层 的 距离 由 实验 求 
得 ,p 由 实验 要 求 确定 。 
4.43 ”晶体 方向 的 校准 . 
要 分 别 记录 各 层 的 街 射 花样 ,必须 通过 层 线 屏 
把 各 雇 衍 射 癌 欠 分开, 这 就 要 求 晶体 的 定向 必须 很 
准确 (偏差 小 于 5'), 和 否则 各 层 不 但 不 能 分 开 ,而 县 一 
屋 亦 不 可 能 记录 完全 ,为 比 在 安装 蝇 体 时 就 应 该 尽 
量 按 预 定 方向 装 准 ,在 此 基础 上 再 通过 静止 及 小 角度 旋 进 照相 进一步 把 晶体 方向 校准 。 
4.4.3.1 静止 照相 校正 方向 
.静止 照相 是 &= 0, 蜡 体 不 摆动 时 ,摄取 衍射 花 祥 ,假如 晶体 的 定向 已 较 准 ,偏差 小 于 20' . 
在 这 种 状态 下 摄 得 的 静 赴 衔 射 花样 ,应 该 是 各 层 倒 易 格 子平 面 与 反射 球 相 截 时 产生 的 一 系列 
分 布 在 同心 加 上 的 术 射 点 圆心 正好 与 人 射线 重合 。 
在 实验 中 一 般 都 会 产生 一 定 偏差 ,晶体 定向 不 可 能 太 准 。 这 样 零 层 倒 易 格子 与 反射 球 相 切 
的 点 ,就 会 偏离 入 射线 方向 .假如 俩 易 格 子平 面 高 上 方 偏 一 个 角度 sx( 人 面 咎 入 射线 观察 ) ,这 


图 4.12 非 零 层 层 线 屏 的 位 置 


` 
f P ~ ` 

í , “ . fH 
` LI 
! : F'e ) t! i 
` j d 1B: 
' , 

` a^ 能 

Í 


(a) (b) 


4.13 
(a) 零 层 倒 易 格 子 向 上 偏离 时 ,与 在 底 上 记录 到 的 衔 射 点 之 间 的 关系 :(b) 示 意 中 
I Dé ARR B 63 # LE 4734 E 


时 与 反射 球 相 切 在 O 点 [图 4 13(a?], 相 应 的 街 射 底片 上 亦 将 观察 到 向 上 偏离 的 衍射 点 F: , 离 
AF HERA &v[ 图 4. 13(b)], 由 图 中 的 几何 关系 可 求 得 e, 
Ay ây 


taney = — = — 


CF F 
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CF 为 而 体 人 至 底片 的 距离 ,以 上 Km. 

然后 通过 亩 正 测 角 头 上 的 .相应 的 元 板 . 校 准 晤 体 的 方位 。 

根据 间 样 的 道理 可 以 校准 其 他 方向 上 的 偏离 -~ 般 讲 倒 易 格子 平面 在 任何 一 个 方向 上 的 
偏离 ,总 可 在 相应 的 衍射 底片 上 分 解 为 水 平方 向 (ar) 和 垂直 方向 (4v ?的 偏离 .然后 计算 出 机 
应 的 en 和 ey; 再 调 正 测 角 头 上 的 水 平 瓦 板 科 相机 上 更 图 刻度 盘 。 

4.4.3.2. 小 角度 旋 进 照相 校准 方向 

为 进 一 步 校准 晶体 在 5 十 右 的 偏离 ,需要 通过 == 3 左右 的 小 角度 旋 进 照相 .这 种 照相 使 
零 层 倒 易 格子 与 反射 球 相 健在 一 个 半径 很 小 的 范围 内 .从 而 可 获得 一 部 分 的 入射 花样 .如果 癌 
体 定向 足够 正确 , 妈 可 得 到 入射 阁 风 心 与 入 射线 重合 的 ,衍射 点 分 布 对 黎 的 衍射 图 。 如 果品 体 


EANA EME ， 
ERAT a’ 


~ ~ 
^. ç y5 
/ ` 
° ' 
n t or, 
; 1 1 
1 aU a |» 


aio dig 
fs AE gw 


[8] 4.14 
(a8 A ft. 3E dir fL I D TREE e] fis TITRE BEES HF f8| AT T m 55 P594 PR SH 8k 85 rL 
KARER B 8 F END FIR ERSTES i Sr FS 


定向 仍然 不 够 准 ,例如 向 上 偏离 某 -角度 ,那么 党 层 合 易 格 了 与 反射 球 相 碰 的 范围 将 产生 上 下 
不 等 的 依 况 [图 4.11(a)], 上 部 相 截 的 半径 (虚线 ) 大 于 下 举 部 .反映 到 衍射 图 上 将 使 中 心 点 偏 
向 下 方 ,x 代表 偏离 中 心 点 至 图 边缘 距离 .x 代表 偏离 中 心 点 至 另 一 边 的 距离 [图 4. 14 (0 lh 
衍射 图 可 计算 出 : f 
A = r, — r, 


由 图 4. 14(a) 和 4 13(a) 的 几何 关系 可 得 ， 


= F(OJ) = KOU + JU) = Fl psi + -sin2e _ 
n (6 ) = FOU + JU) F| ?sing + oe F m 
ry FOJ y = FOU - UJ) = F[2sinà — 26 | 


cos(2e — 10; 
PEN F?sin2&cosZecosg 
cos? 2ecos g — sin’2esin’ x 
假如 x Le 在 很 小 的 和 铺 况 下 ,得 

À 4eF 


则 
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F 为 晶体 至 底片 的 焉 离 ( 放 大 因子 )。 
同 理 可 求 得 其 他 方向 的 偏离 ;然后 调整 测 角 头 上 的 相应 瓦 板 和 相机 上 D AAA. 
4.44 零 层 与 非 零 层 的 旋 进 照相 
经 过 小 角度 旋 进 照相 校准 方向 后 ,一 般 晶体 定向 已 达到 较 理想 的 程度 ,就 可 开始 正式 昭 
相 , 即 开始 大 角度 ,如 wz 一 15" 的 旋 进 照相 。 
4.4.4.1 零 层 的 旋 进 照相 
第 一 ,设置 好 层 线 屏 ,根据 确定 的 x 角 的 大 小 和 所 用 层 线 屏 的 半径 , 按 4. 4. 2. 1 节 公 式 计 
算出 S. REE Se 值 装 好 层 线 屏 。 
第 二 ,设置 好 旋 进 角 jy。 
第 三 ,检查 层 线 屏 的 位 置 。 
， 如 果 蝇 体 定向 和 层 线 屏 位 置 正确 , 零 屋 入 射 间 锥 将 通过 层 线 
SUUS — Ba ee T Br n PEA. 15 所 示 的 圆锥 的 花样 ,证 明 一 切 位 置 正确 ， 
4 时 点 “就 可 装 好 底片 开始 照相 。 
4.4.4.2 EFENA RH 
基本 步 又 同 零 层 旋 进 照相 ,但 是 ,必须 调整 层 线 屏 的 上 距离 和 
向 靠近 晶体 方向 移动 底片 盒 , 层 线 屏 的 距离 S, 3⁄4. 4. 2. 2 节 公 式 
计算 。 
在 进行 非 
图 4.15 示意 通过 层 线 屏 ZEKER 
锋 链 的 衍射 花样 相 时 ,必须 移 
动 底片 盒 , 这 
是 因为 零 层 倒 易 格子 POQ 在 作 旋 进 运动 
时 ,上 一 层 倒 易 烙 子 的 中 心 O' 同时 绕 入 射 
线 作 旋 进 运动 , 它 的 轨迹 为 z'— z", RJ 
Hu FS Bei SU BUS E El 
的 上 一 层 的 衍射 花样 {图 4.16), 所 以 必须 
i 图 4. 16 非 零 层 倒 易 格子 在 旋 进 
Nudus uL 12 ipu ME 
所 示 , 高 层 至 零 层 的 距离 : 


£ = cosu — cosy (D 


RC _ r, 
GF en 
r, 为 静止 入 射 图 上 零 层 至 第 层 间 的 距离 ,F ARAE šh ESBEIBR. 

把 (2) 式 代入 《1) 式 得 ， 


tany = 


£ = cosy — cos 


En 
tan ! | 
W S; = Ft 
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4.4.5 旋 进 照相 法 的 应 用 

4.4.5.1 ARARIM E . 

族 进 忠 相 提供 了 没有 您 曲 的 倒 易 格子 平面 ,所 以 很 容易 确定 正确 的 倒 易 单位 晶 胞 ,并 求 出 
at bt.et a 8.7" .例如 在 按 a'b' 平 面 展 开 的 零 层 入 射 底片 上 , 测 得 a* 方 向 两 衍射 点 间 的 
距离 +, 则 t==Fha' a*t FAF 为 放大 因子 ,4 为 波长 , 同 理 可 求 得 6 ,以 及 a" 与 5* 夹 能 YY*; 
H b'e ,a'c' 平 面 展 开 的 衍射 图 可 求 得 e* 和 a' Rb Seka a" et k 48 有 。 

出 倒 易 晶 胞 与 实 晶 胞 间 的 关系 即 可 求 得 晶 胞 参数 a,5,c ,a,8.7。. 例 如 正 交 晶 系 ; 


À 1 
a = dam = gr = s 

tal 

À 1 
b = don = d; = b* 

$160 

À 1 
Pc dan = qe = Z 


4.4.5.2 ZRNE 

根据 零 层 和 高 层 本 射 图 上 衍射 点 的 系统 消光 或 系统 存在 的 规律 ,确定 可 能 的 空间 格子 类 
型 ( 表 3, 3), 以 及 存在 某 些 对 称 元 素 ,或 不 存在 某 些 对 称 元 素 ( 表 3.4).。 但 是 ,在 某 些 情况 下 不 可 
能 唯一 地 确定 ,例如 3 和 3:,4 和 媳 螺 旋 轴 不 能 被 区 分 ,因此 某 些 空间 群 不 能 唯 测定, 有待 进 
一 步 的 工作 。 

测定 空间 群 的 步 又 矿 体 如 下 ,例如 斑 头 雁 血 红 蛋 白 晶 体 的 AO ,AI 旋 进 图 上 存在 4 劳 
厄 对 称 性 ,由 此 确定 晶体 属 422 点 群 ;在 RRO H E A008 (181 P h= 2 十 1 消光 ,说 明 存 在 2 对 
称 元 素 ; 而 ji] 照片 上 上 十 & 十 ! 一 24 十 1 无 消光 ,表明 空间 格子 类 型 为 已 格子 ,在 00! 中 /=2n-+ 
1 消光 ,表明 存在 4 对 称 元 素 , 综 合 上 述 结果 , 测 得 遍 体 的 空间 群 为 P4212 在 生物 大 分 子 船体 
中 可 能 出 现 的 65 个 非 对 映 空 间 群 与 衍射 强度 系统 消光 的 关系 见 附录 。 呈 

4.4.5.3 衍射 强度 数据 的 收集 

要 测定 唱 胞 中 原子 的 分 布 ,必须 收集 唱 体 衍 身 的 全 部 衍射 点 , 按 劳 应 方程 将 各 点 进行 指标 
化 ,并 测量 每 个 衍射 点 的 强度 ,在 应 用 旋 进 驴 相 法 收集 强度 数据 时 ,一 般 采 取 沿 某 一 唱 胞 轴 的 
方向 ,如 5 方向 ,分 层 记 录 全 部 往 射 花样 ,hk0,h&1,… ,hkn, 在 每 一 层 底片 上 衍射 点 的 黑 度 高 ， 
面积 大 , 则 代表 该 衍射 点 的 强度 大 . 黑 度 的 高 低 代 表 了 积累 衍射 线 的 能 量 大 小 ,为 了 收集 一 套 
高 质量 的 强度 数据 ,必须 注意 提高 X 射线 管 的 效率 ,增加 X 射线 的 强度 ,用 高 灵敏 度 的 感光 胶 
片 , 尽 可 能 降低 胶片 背景 的 黑 度 ,仔细 选择 好 晶体 ,调整 好 晶体 的 取向 ,并 要 特别 注意 各 项 实验 
操作 , 尽 可 能 消除 各 种 倘 然 误差 。 

测量 入 射 点 的 黑 度 , 现 在 一 般 都 用 测 微 光度 计 。 由 测量 得 到 的 每 个 衍射 点 的 相对 强度 ,其 
数值 一 方面 与 实验 条 件 有 关 , 另 一 方面 决定 于 强度 标准 的 取 值 大 小 ,所 以 需要 经 过 各 雇 之 间 、 
各 晶体 之 间 的 强度 的 统一 ,校正 以 及 进行 一 系列 因子 的 修正 ,最 后 还 原 到 结构 振 蜡 | F, | 值 。 


4.5 魏 森 堡 照相 法 


魏 森 堡 (Weinserberg) 相 机 亦 是 一 种 移动 晶体 ,移动 底片 的 相机 ， 不 过 它 所 摄 出 的 衍射 图 
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是 看 曲 的 倒 易 格子 层 . 它 的 主要 用 途 是 用 来 测定 小 分 子 的 晶体 结构 ,一 般 由 于 它 的 相 简 半 径 较 
短 , 很 难 在 生物 大 分 子 唱 体 结构 分 析 中 应 用 ,但 是 ,一 种 以 同步 辐射 为 光源 的 无 屏 大 半径 相 简 
的 魏 森 堡 相机 ,在 收集 生物 大 分 子 晶 体 衍 射 数据 中 已 起 到 重要 作用 ,所 以 掌握 魏 森 堡 相机 摄取 
衍射 图 的 基本 原理 ,对 理解 X 射线 衍射 法 的 基本 原理 和 实验 ,仍然 很 重要 。 

魏 森 堡 相机 的 基本 装置 见 图 4. 17。 装 X 光 底 片 的 相 简 直径 (内 径 ) 为 57. 3mm ,可 在 水 平方 
向 移动 ; 装 晶体 的 转轴 ,可 做 360* 的 旋转 。 晶 生 绕 轴 每 转 2", 相 简 位 移 1mm. 层 线 屏 直径 (外 很) 
为 5lmm, 上 有 一 条 狭 锋 , 只 多 许 一 层 衔 射 圆锥 通过 。 

摄取 衍射 图 时 ,在 装 晶体 的 测 角 头 上 首先 校准 晶体 的 取向 ,然后 利用 朗 线 屏 分 离 不 同 层 的 
衍射 线 , 仅 让 一 层 衔 射 珊 锥 通过 狭 多。 当 X 射线 入 射 到 晶体 上 时 ,晶体 慢 慢 地 绕 轴 旋 转 , 而 层 
线 屏 外 的 圆 简 形 底片 向 步 地 沿 着 转轴 方向 移动 ,使 在 同一 层 上 的 倒 易 直线 点 阵 有 规律 地 展开 
在 底片 上 。 


图 4 17 魏 森 堡 相机 主要 部 件 示 意图 


现在 假定 准备 收集 c 轴 方 向 的 零 层 衍射 花样 , 即 晶体 绕 c< 轴 转 动 ,并 且 仅 让 aoti i RE 
过 层 线 屏 狭 姓 ， 

图 4. 18 中 OQCF 表示 0 层 倒 易 格子 ,其 OQ 倒 易 直线 点 阵 通 原 点 O, 处 在 起 始 位 置 ,S 圆 为 
反射 妹 。 当 晶体 转动 w 角度 后 ,OQ 直线 与 反射 球 相 磁 ,P 点 满足 衍射 条 件 ,衍射 产生 ,SP 方向 


图 4. 18 通过 原点 的 制 易 直 线 点 隆 OQ 与 反射 球 旭 碰 时 的 几何 关系 
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即 为 入 射 方向 ,这 时 入 射线 与 衍射 线 交角 为 28, 而 9 二 wl 因 8 与 TOS , o 5 Z TOS E 
角 ), 人 4=2w。 这 个 关系 式 说 明 ,不管 w 值 多 大 ,总 是 =a, A= 2w。 魏 森 堡 相机 就 是 按 此 关系 设 
计 的 。 

祖 视 上 圆 简 形 底片 直径 为 57. 3mm, 即 底片 周 长 为 180mm。 当 品 体 绕 轴 转 动 90" 时 ,相当 于 
底片 在 垂直 方向 移动 9omm , 即 晶 体 转动 1". 底 片 在 垂直 方向 移动 lmm, 而 底片 在 水 平方 向 位 移 
172mm。 如 果 把 魏 森 堡 衔 射 图 的 纵 华 标定 为 4, 权 坐标 定 为 ,者 用 度数 表示 距离 .由 图 4. 18 可 
以 看 到 当 OQ 直线 点 阵 读 动 wv<90" 时 ,直线 扫 过 反射 球 的 上 半 部 ; 当 w=90" 时 ,OQ 直线 点 阵 
与 人 射线 平行 ; 当 e 901 OQ 直线 点 跨 扫 过 反射 球 的 下 半 部 . 圆 简 形 底片 在 入 射线 进入 处 
有 一 开口 , 当 底 片 展开 时 ,就 出 现 斜 直线 OQ[ 4. 19(a) .直线 点 阵 OQ 产生 的 衍射 点 位 于 一 - 
直线 上 ,直线 方程 A 一 2w, 和 和 中线 交角 63"26' ,并 在 w 一 90" 时 有 一 转折 ; 当 o= 180" 时 ,OQ fibt 
到 一 OQ 位置, 即 倒 易 直线 点 阵 ( 十 ) 轴 与 (一 ) 轴 互 换 了 一 个 位 置 ,而 一 0Q 直线 点 阵 的 衍射 轨 
迹 与 w 一 0 时 相同 。 

同 理 , 通 过 原点 O 的 OF 直线 点 阵 的 入射 点 的 分 布 亦 为 一 条 斜 直线 ,与 OQ 直线 平行 , 相 
隔 w=90*[ 图 4. 19(a}]。 


网 4.19 
Ca) 通过 原点 的 例 易 直线 点 阵 产生 的 术 射 点 的 分 布 ， 
Cb) 不 通过 原点 的 倒 易 直线 点 阵 产生 的 衍射 点 的 分 布 


不 通过 原点 O 的 倒 易 直线 点 阵 G4, 与 OQ 相距 4 二 0C', 当 转动 a 角 后 .OQ ARE P 点。 
而 假定 GA 与 反射 球 相交 于 PURI PAIA 20), 则 由 5 FERES ST, 将 平分 P'SP" 为 2 
^ 68 f, COP 为 a 角 ,而 ESO=w, 则 


OSP' = 20! — w 43-8 
LOSP” = 20” = o — ó 
而 ST 直线 方程 A=, 
GA 倒 易 直线 点 阵 的 衍射 点 的 轨迹 是 以 直线 Am e 为 对 称 线 的 曲线 .在 同一 书 值 时 , 按 Aa 
二 a 士 8 而 得 两 街 射 点 P' 和 P 守 图 4. 1907. | 
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因此 ,整个 0 层 倒 易 格子 的 衍射 点 都 分 布 华 如 图 4. 21 的 网 格 交点 上 。 当 确定 了 倒 易 元 胞 的 
a' SR (OQ HDH b" Bl (OF 轴 ) 后 , 测 二 两 轴 间 的 距离 (度数 ) 就 可 求 出 7* , 同 理 , 亦 可 通过 摄取 
A RS SES AER SS Ek (2 a^ ,8' .曲轴 的 长 度 和 夹 角 就 可 以 通过 倒 易 量 格 与 真实 唱 格 之 间 的 
关系 求 得 。 


y niy UAM 
TAUKU A 
WON d TAA AP Ls LU 


Z P *- 1 240^. 
“ Z up Z p > 
TECTA TC 
73/6 Ml 09 e DRE 
E afi lico 
图 4. 20 不 通过 原点 的 倒 易 直线 点 阵 G4 与 图 4. 21 ”hk0 衍 射 点 分 布 在 
反 提 球 相 碰 时 的 儿 何 关系 网 格 上 的 示意 图 


高 慰 瑶 森 堡 的 衍射 花 穴 与 零 居 的 基本 相似 , 仅 因 高 层 例 易 格子 离 零 层 有 一 定 距离 ,因而 与 
反射 球 相 截 时 ,在 图 4.19 中 6 角 将 有 变化 ,曲线 的 间隔 也 将 略 有 改变 Fo 。 


4.6 ”四 图 衍射 仪 的 基本 原理 


四 图 衍射 仪 是 由 计算 机 控制 的 大 型 分 析 仪器 . 它 使 定向 最 体 、 测 量 晶 胞 参数 .测量 “反射 ” 
强度 等 完全 自动 化 .提高 了 衍射 数据 的 质量 和 减轻 了 收集 衍射 强度 数据 的 劳动 。 


图 4. 22 四 圆 衍射 仪 
Ca) f 88 5599 F8 ; Cb D [E 75 2 A 


四 圆 衍射 仪 的 结构 原理 示 于 图 4. 22, 晶 体 定向 由 $ , X ，w 三 个 圆 决定 ,检测 器 由 第 四 个 9 
94 


圆 决 定 . 入 射 X 射线 与 9 DU] RET ZRGÉCE ELA S AAF x LE. x BIS ECT ZSGÉCE GU s d o BR 
KZ, o BQ x BIB AB UCULSE E. o fB dor ña IK o bh 62), % 轴 始终 与 入 射 的 X 射线 垂直 。 

晶体 装 在 测 角 头 上 , 测 角 头 固定 在 #% 轴 上 ,*# 圆 可 以 没 着 X Bem. é , x 加 作为 整体 可 以 
图 绕 w 轴 转动 .计数 器 可 在 赤道 平面 上 运动 ,入 射线 垂直 于 w 轴 。 在 w 一 0 时 X 圆 平面 重 于 入 BI 
HX 二 0 时 , ó Bl 8337 x 圆 的 垂直 直径 ,# 一 0 的 位 置 是 任意 的 ,但 亦 可 规定 与 某 一 倒 易 
格子 轴 平 行 时 为 0"。 


图 4. 23 ”示意 仪器 赤道 平面 和 反射 面 组 处 在 反射 位 置 
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RARI F0 f8 é, X , o 和 检测 器 的 0 角 的 调整 是 按 布 拉 格 入 射 条 件 决定 的 . 当 掠 角 ( 入 射线 
与 “反射 ” 面 的 夹 角 ) 等 于 Bw 时 , 章 体 的 某 一 组 平面 就 处 在 “反射 ?位 置 (图 4. 23) 。 根 据 布 拉 格 
公式 ,入 射线 ro, 反射 线 ? 以 及 反射 面 的 法 线 S 必定 处 在 同一 平面 内 。 在 四 圆 入 射 仪 上 ,这 个 平 
面 就 是 赤道 平面 。 
在 收集 入 身 强 度数 据 时 ,要 使 每 一 个 倒 易 格子 点 与 反 身 球 相位 ,满足 衍射 条 件 ,并 在 仪器 
的 赤道 平面 上 记录 衍射 强度 ,这 就 要 求知 道 每 个 倒 易 格子 点 在 倒 易 空间 的 坐标 与 仪器 笛 卡 儿 
坐标 的 关系 ,然后 再 通过 仪器 坐标 系 与 四 个 圆 的 角度 关系 ,计算 出 每 个 衍射 点 的 多, o , x ,28 
值 , 最 后 由 机 器 使 四 个 圆 都 到 达 正 确 位 置 , 逐 点 收集 强度 数据 | 
衍射 仪 的 笛 卡 儿 和 坐标 zyy,z ; z 轴 的 方向 为 人 射线 方向 ; z 轴 垂 直 向 上 ,与 w 轴 重合 , > 轴 
的 方向 由 右手 定 则 确定 ,坐标 系 的 原点 处 在 入 射 X 射线 与 四 圆 的 w 轴 在 空间 上 的 相交 点 上 。 
假定 在 仪器 上 已 把 晶体 的 方位 调整 ,最 体重 心 已 与 入 躬 仪 中 心 重合 ;四 个 圆 都 处 于 零点 位 
牌 ,这 时 任何 一 个 倒 易 点 的 向 量 5 为 ， 
$ = ha* + kb" + lct = xi + yj + zk 
i, j| k HWN ELA ERRAT REDE IIB a ubt ot E jo DR: 
a* = azi taj taik 
b" = bii + b; j+ bk 
c = c#t + c; Jj + cz k 
代入 上 式 得 ; 
S = (haz: + kb; + leji + (hag + Eb] Fler I (ha? + hb; + dc! )k 
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=z + yi + zk 


出 上 可 得 
|z) id 
'yi= RA, 


j bA: Cn 
R= lal b oc 


la; bi Ce á 


R 称 为 方位 矩阵 , 它 包 含 了 晶体 的 方位 和 


£81 5 m Lf. I 


已 知 品 胞 参数 ,可 求 得 方 


图 4.24 示意 其 - 倒 易 点 进入 反射 位 置 的 过 程 


的 由 个 角度 值 ,首先 驱动 $5 图 , 转 
把 该 组 而 的 倒 易 点 卫 转 到 y 平 而 的 PP 处 
(CA. 24) 然 后 儿 圆 转 一 个 角度 ,把 P, 点 转 到 玉 道 平面 上 了 ; 处 .接着 圆 转 - -4 0 fg ë OP. 
向 量 随 着 X APRH OP, fiti xit OP, 与 “反射 " 面 的 法 线 重合 ,入 射线 与 该 “反射 " 面 交 
角 满 足 布拉格 公式 ,衍射 产生 , 恰 测 器 在 26 角 位 图 记录 “反射 " 线 。 


在 四 疼 衔 射 仪 上 收集 强度 数据 时 ,一般 要 经 过 安装 .调整 晶体 , 寻 
街 射 指标 ,修正 方位 矩阵 ;开始 收集 衍射 强度 数据 等 步 又 " 1， 


4.7 生物 纤维 状 物 质 的 匀 射线 衍射 


4.7.1 纤维 衍射 图 

在 生物 大 分 子 物质 中 有 -类 是 天 然 纤维 状 的 分 
子 , 如 纤维 蛋白 .核酸 等 ,其 中 纤维 蛋白 ，. 般 不 溶 十 
水 .因此 要 得 到 具有 三 维 排列 的 单 品 几 乎 是 不 可 能 
的 .但 是 ,如 果 把 像 羊毛 、 头 发 .蚕丝 等 天 然 物 质 家 接 
进行 回 摆 照 相 , 就 能 得 到 X 射线 衍射 图 .这 种 图 的 分 
辩 率 很 低 , 即 衍射 点 都 分 布 在 入 射线 周围 .不 仅 衍射 
点 数量 少 ,和 而且 弥散 ,加 宽 , 有 的 成 短 弧 状 ( 医 4. 250, 
这 种 卫 射 图 与 单 唱 思 摆 图 有 时 亚 的 不 同 . 是 纤维 状 
物质 样品 所 特有 有 的 衔 射 化 祥 , 故 称 为 纤维 图 。 

纤维 图 与 单 晶 回 摆 图 的 差别 ,反映 了 两 种 样品 


在 结构 上 的 不 同 . 单 唱 是 由 一 个 空间 格子 所 贯穿 的 、 


分 子 在 二 维 空间 有 序 排 列 的 冉 体 .这 种 三 维 有 有 序 结 
构 可 以 划分 成 为 数 无 限 、 不 同 间 虐 、 不 同 定 向 的 平面 
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4.25 DNA 纤维 图 的 特点 
组 ,而 吉 , 每 一 组 曲面 的 重复 周期 是 左 限 的 .而 在 天 然 存 在 的 上 述 纤 维 状 物质 中 ,纤维 在 某 一 区 


位 矩阵 ,然后 把 任 一 衍射 点 Aue, . 道 过 方位 
矩阵 转换 成 衍射 仪 的 坐标 Cr.y.z) , 肯 由 
仪器 计算 出 四 个 角度 值 。 

假定 在 开始 站 集 街 射 强度 时 ,四 个 贺 
都 处 在 零 位 , 当 要 使 某 一 “反射 ? 面 组 进入 
“反射 "位 置 时 ,仪器 按 计算 的 该 组 面 定向 
-个 角度 


dE WE (p ES SERRE 


域 形 成 有 序 排 列 的 晶 态 (小 晶体 ) ,而 在 另 一 区 域 为 无 序 的 非 晶 态 .因此 整个 样品 是 晶 态 . 非 晶 
态 的 混合 体 ; 有 的 样品 在 某 一 特定 方向 上 小 晶体 排列 是 有 序 的 ,有 的 在 二 维 排列 有 序 ,或 者 样 
品 经 过 适当 处 理 以 后 ,小 晶体 在 某 … 方 向 排列 有 序 [ 图 4. 26(b)] ,但 是 在 这 种 特定 方向 上 剖面 
排列 的 有 序 性 一 般 亦 不 是 无 限 的 .因此 纤维 状 物 质 的 衍射 花样 的 特点 决定 于 样品 中 蝇 态 区 的 
相对 定向 , 即 依 小 晶体 沿 某 一 特定 方向 排列 的 分 布 特征 而 定 。 下 面 按 生 物 样品 中 可 能 出 现 的 二 
种 不 同 分 布 状态 来 讨论 入 射 图 的 特点 。 


JEE MESIS 
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图 4. 26 纤维 样品 的 特征 
(a) 示 意 纤 维 样品 具有 的 唱 态 和 非 覃 态 区 ;(b) 经 适当 处 理 后 蝇 态 区 排列 有 序 


第 一 ,在 样品 中 小 晶体 在 a,B,e 三 个 方向 排列 较 有 序 ,并 近似 无 限 ,如 图 4. 27(a) 的 分 布 状 
态 . 当 把 这 样 的 样品 进行 和 射线 回 摆 照 相 时 ,就 可 得 到 类 似 单 晶 的 衍射 花样 [图 4. 28(a)]。 


图 4.27 样品 内 剖面 定向 的 叮 能 分 布 
a 角 表 示 平 面 法 线 与 栅 轴 间 的 来 角 ,dN/da 表示 在 至 atda Z AREUM Bb a 状态 ， 


旧 面 定向 不 随 “ 角 变 化 而 安 化 ,将 得 到 类 似 单 品 的 入 射 花 栏 二 状态 RE IARA 
c AS EB E DT RO IA t E 


第 二 ,如 果 在 样品 中 的 小 晶体 的 数量 足够 多 ,而 且 晶 体 的 定向 是 自由 的 、 随 机 的 分 布 ,类 似 
HERR MEA 27 中 < 状态。 当 把 这 样 的 样品 进行 X 射线 回 择 照 相 时 ,一定 有 许多 小 晶体 处 
在 满足 布拉格 公式 的 “反射 "位置 , 而 产生 “反射 "点 ,当然 亦 有 很 多 小 晶体 处 在 不 能 满足 “反射 ” 

.条件 的 位 置 ,但 是 由 于 有 足够 多 数量 的 小 万 体 ,而 且 随机 定向 ,因此 具有 同一 间距 的 平面 组 在 
产生 “反射 "时 将 具有 相同 的 0 角 , 生 射 点 必定 围绕 入 射线 分 布 ,假如 有 足够 多 数量 的 “反射” 
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[4.28 不同 纤维 祥 品 的 衍射 疼 
` 《a) 高 麻 有 序 纤维 样品 ; (b) — RR ÉF ETE Rh 


点 ,就 可 能 形成 一 个 围绕 入 射线 的 同心 图 .同心 图 中 半径 最 小 的 ,代表 着 具有 最 大 唱 面 间距 
(d) 的 那些 组 “反射 " 面 ;半径 最 大 的 ,代表 着 
最 小 4 的 那些 组 曾 ( 图 4., 297, 并 且 不 则 级 的 
“反射 "与 不 同 d 的 平面 组 所 产生 的 “反射 " 线 
都 混合 在 一 起 ,这 样 的 衍射 图 称 为 粉末 衍射 
图 .由 粉末 图 可 以 根据 布 拉 冤 公式 中 duo 与 8 
角 之 闻 的 关系 求 得 晶体 平面 组 的 间距 。 
”第 三 ,在 大 多 数 生 物 纤维 状 物质 样品 中 蝇 
态 区 的 排列 处 在 上 述 两 种 状态 之 间 , 样 品 中 的 
vb x : 绝 大 多 数 小 晶体 的 取向 仅 在 某 一 方向 有 一 个 
2. 较 大 的 如 图 4. 27 中 (b) 状 态 的 概率 分 布 .因此 
在 拍摄 这 种 祥 品 的 回 摆 图 时 , 仅 在 一 定 的 2 fü 
度 范围 内 小 晶体 能 满足 布拉格 公式 而 产生 “上 反 
射 ", 同 时 由 于 绝 大 多 数 小 晶体 围绕 纤维 轴 定 
向 ,因而 不 可 能 形成 像 粉 末 图 那样 的 同心 圆 衍 
射 花样 ,而 仪 能 形成 短 纹 状 的 衍射 斑点 ,而且 由 于 小 晶体 间 镶 同性 很 差 , 以 及 混 有 非 唱 态 区 . 因 
而 衍射 斑点 弥散 .衍射 点 的 数量 亦 随 6 角 的 增 大 而 迅速 减少 ,整个 衍射 图 层次 不 清 ,形成 生物 
”纤维 状 物质 特有 的 入 射 花样 一 一 纤维 入射 殴 ( 图 4. 28000. 
4.7.2 螺旋 结构 的 纤维 衍射 图 
在 生物 大 分 子 的 纤维 结构 中 常 具有 螺旋 结构 ,每 个 类 似 的 亚 基 围绕 着 螺旋 轴 排 列 .假如 在 
平行 于 4 方向 上 每 个 纤维 状 分 子 具 有 一 个 六 重 螺旋 轴 的 结构 , 相 邻 原子 团 或 亚 基 的 平移 距 为 
a /6, 而 螺旋 的 螺 距 为 = (图 4. 30 左 ) .根据 3. 2. 6 节 讨 论 的 系统 消光 规律 ,在 这 种 样品 的 衍射 图 
上 ,100,200,300,400 和 500 衍 射 将 由 于 相 邻 原子 团 散 射线 间 的 光 程 差 不 为 波长 的 整数 倍 而 相 
互 王 涉 ,结果 衍射 点 的 强度 为 零 , 仅 600 本 射 ,以 及 关 为 6 的 倍数 的 各 本 射 点 强度 不 为 零 (图 4. 30 
X fede h00 方 向 上 ,如 1&! ki ,…，h&l 等 衔 射 中 仍 将 有 衍射 点 出 现 ,在 图 4. 31(a) 中 纤 
维 分 子 在 a 方向 重复 周期 为 a ,在 5 务 向 上 假定 纤维 分 子 排 列 有 序 ,重复 周期 为 5 ,并 构成 平 
BÍ ñ Rl 7g Ob' a' O' 。 在 这 样 的 螺旋 结构 的 晶体 格子 中 ,可 能 存在 的 平 击 组 为 (010),(1i0)， 
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图 4. 29 由 大 量 获 机 排 殉 的 小 草 体 产生 的 
.衍射 花样 (粉末 图 》 
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(110) 平面 组 
(a) 


图 上 4 31 SOÉRHEH E QUAE TERR | 
(a) & i 44] 81 E| Bp ex 05 3 6 i Cb) 螺旋 结构 可 射 花样 的 示意 图 


(310), (6100 -- SFSF. rh T ScER BU £T FF ERIS JE P Bh , EI DC RT RE Te 26 BJ dh TO EC RE DL Y 
面 组 内 的 平面 重复 周期 数 都 较 少 . 当 上 述 样品 进行 X 射线 实验 时 ,各 平面 组 都 将 可 能 产生 各 
自 的 “反射 ”例如 与 a 轴 相 平行 的 (010) 平 面 组 产生 的 各 级 “反射 ”00 型 入 射 ) 将 分 布 在 水 平 
位 置 上 (68* 轴 上 ), 而 与 a 轴 或 58 轴 相交 成 一 定 角度 的 平面 组 所 产生 的 “反射 ”( AROR A Ar 
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在 4 与 因 轴 之 间 。 而 在 上 述 平面 组 中 指标 最 高 的 (610? 平 面 组 与 a 输 所 交 的 角度 最 大 , 它 产 
生 的 各 级 “反射 "将 分 布 在 靠近 a 轴 的 -一 侧 [ 图 4. 31(a)] 并 垂直 于 (610) 平 而 组 , 间 时 由 于 曲面 
指标 高 的 晶 面 组 内 的 晶 商 间距 小 于 指标 低 的 昆 面 间距 ,因此 高 指标 的 晶 面 组 的 衍射 点 分 布 在 
离 晶 格 原 点 远 的 地 方 ,而 低 指 标的 晶 面 组 的 本 射 点 将 分 布 在 离 原点 近 的 地 方 。 根 据 衍 射 花样 中 
心 对 称 定律 ,在 上 述 衍 射 图 中 还 将 出 现 研 0 型 入 射 点 . 同 理 ,晶体 格子 中 可 能 存在 的 (610)， 
(310)… 等 平面 组 亦 将 可 能 产生 相应 的 “反射 ”(h%0 和 hx0 型 )。 因 此 整个 召 旋 结构 样品 的 衍射 
花样 将 在 a* 轴 方向 和 与 5' 轴 成 8" 角 ( 螺 施 角 ) 的 区 域内 无 衍射 点 [图 4. 31Cb)1。 这 种 衍射 花样 
的 特点 是 一 切 具 有 蛛 旋 结构 纤维 的 X 射线 回 摆 图 的 共同 特征 。 

4.7.3 纤维 状 物质 的 结构 分 析 

如 上 通过 照相 法 拍摄 了 分 辨 率 较 高 的 纤维 入 射 图 ,就 可 对 衍射 花样 上 衍射 点 的 分 布 (点 的 
几何 位 置 .对称 性 等 ) 进 行 分 析 和 指标 化 ,并 进一步 计算 出 在 某 一 方向 上 纤维 结构 的 重复 周期 ， 
以 至 推测 出 唱和 胸 的 大 小 和 形状 .通过 测量 衍射 点 的 强度 以 及 对 强度 进行 适当 处 理 后 就 可 得 到 
一 定数 量 (一 般 为 几 十 至 上 百 个 ) 的 衍射 强度 实验 值 (7,). 在 此 基础 上 就 可 试用 模型 法 ( 试 差 
法 ?来 分 析 纤 维 物 质 的 分 子 及 晶体 的 结构 。 


人 
射 
线 


54.32 ” 短 绝 间距 2 工 与 8 角 之 关系 


4.7.3.1 重复 周期 的 测量 

在 尾 平 的 贺 简 形 底 片上 衍射 花 桩 中 的 每 对 近似 于 短 弧 的 衍射 点 ,如 图 4. 32 所 示 。 在 图 中 每 
对 短 缴 间 的 距离 2L 与 产生 这 些 短 弧 线 的 “反射 ” 面 组 之 6 角 之 间 , 存 在 一 定 的 关系 ,例如 在 水 
平 位 置 上 的 一 对 短 骤 形 衍射 点 与 产生 该 对 衍射 点 的 “反射 " 面 组 之 8 角 间 的 关系 如 下 ; 


60 


S = SEER A = es 

x RANKER A Z `k 46 AAE A B5 IRUSIZRR Br XT BJ EO £829360^ m 2L 所 对 之 圆心 角 
Fe SEC HV" Ez ERE" AE C^ E7230 a [图 4. 32C FO ], EA P R EAA, 22 E, 30 
值 ,而 每 对 “反射 " 弧 之 间距 27 可 从 入射 图 上 测量 ,因此 可 由 上 式 求 出 相应 “反射 " 面 组 之 8 fa 
值 ,然后 应 用 布拉格 公式 24dsin6 = nA , 即 可 求 出 “反射 " 面 组 中 平面 间距 (重复 周期 ) dm 。 

4.7.3.2 结构 的 测定 

由 于 前 述 的 纤维 状 物质 样品 本 身 的 特点 ,因此 所 收集 到 的 衍射 点 一 般 数 量 很 少 ,质量 亦 较 
差 , 因 而 它 的 分 析 方 法 与 一 般 单 唱 结 构 分 析 方 法 有 很 大 差别 ,目前 主要 采用 模型 法 ,其 大 体 步 
又 如 下 :制备 纤维 样品 ,然后 进行 X 射线 衍射 照相 ,并 对 每 个 入 射 点 指标 和 测量 强度 (71), 同 
时 提出 分 子 模型 和 上品 体 结构 模型 ,而 模型 的 建立 主要 是 根据 化 学 ,生物 化 学 和 晶体 结构 的 一 般 
规律 ,如 多 了 肽 链 中 有 驮 键 的 平面 结构 ;多肽 链 在 形成 二 级 结构 时 ,应 保证 形 戒 最 多 的 ,可 能 的 氢 
键 ;以 及 在 形成 晶体 时 ,分 子 堆积 应 遵循 最 密 堆 积 、 对 称 性 最 高 .能量 最 低 原 则 等 等 。 然 后 根据 
提出 的 模型 进行 X 射线 衍 射 的 理论 强度 J. 的 计算 ,并 与 实验 值 T. 相 比 较 . 掖 比较 结果 修正 初 
始 模 型 ,接着 再 计算 修正 模型 的 了 ,再 与 L, 比较 和 修正 模型 ,经 多 次 .反复 进行 上 述 过 程 ,直至 
元 与 也 最 好 地 一 致 为 止 。 这 时 的 分 子 和 晶体 结 梅 模型 即 为 待 测 纤维 物质 的 分 子 和 混 体 结构 模 
型 .这 里 必须 强调 在 实际 结构 分 析 工 作 中 ,其 过 程 和 重复 的 次 数 要 复杂 和 多 得 多 ,099 
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第 五 章 “” 品 胞 中 原子 位 置 的 测定 


曲 胞 中 原子 的 分 布 决 半 衍射 花样 的 强度 分 布 ,每 个 原子 的 坐标 信息 存在 于 晶体 的 衍射 强 
度 之 中 ,而 要 通过 衍射 强度 数据 来 测定 晶 胞 中 每 个 原子 的 坐标 , 则 要 通过 电子 密度 函数 的 计算 
和 解释 。 


5.1 晶体 的 电子 密度 分 布 函数 


鼎 体 结构 可 理解 为 一 定 种 类 和 数目 的 原子 按 一 定 周期 进行 重复 排列 的 ,分 立 的 分 布 ,但 也 
可 表达 为 具有 一 定 重 复 周 期 的 电子 密 庆 的 连续 分 布 。 在 原子 中 心 的 电子 云 密度 最 高 ,无 原子 的 
地 方 电子 云 密度 为 零 * 整 个 晶 胞 内 原子 的 分 布 可 以 看 成 是 由 不 同 密度 的 电子 云 分 布 ,假如 把 整 
个 晶 胞 内 的 电子 云 密度 分 布 计算 出 来 ,而 且 每 个 电子 云 密度 的 峰 可 以 辨认 , 则 晶 胞 中 的 每 个 原 
子 的 分 布 亦 就 测定 了 .不 同 种 类 的 原子 ,原子 序数 不 同 ,电子 数 不 同 , 核 外 电子 数 多 ,原子 序数 
高 , 则 峰值 亦 高 . 峰 在 晶 胞 中 的 精确 位 置 即 为 原子 的 坐标 。 

和 任何 一 个 周期 函数 都 可 以 用 正弦 .余弦 函数 来 表达 ,电子 密度 分 布 函数 是 一 个 周期 函数 ， 
同样 可 以 这 样 来 表达 。 

设 有 一 个 一 维 周期 函数 fOe) ,周期 为 , 则 


f(r) = a, 十 cicos2rz 十 a,cos2x(2x) + -= + a,cos2m(nz) 
+ b,sln2z=z + b,sin21(2x) 十 … + b,sin2x(nz) 


fG) = a, + > (a,cos2mhx + b,sin2x=hz) 
1 


x m DES 


EN ile" ti e=) 
2 


sinr = 
代入 上 式 得 
fi =a, + (72) [ae™ 十 a e 2 + PEE 十 ase mn 十 e] 
— G/2) [be — ber + bett — pe iiad + us] 
- f(x) =a; + (1/2)[ (a, — ibe? + (a, — ibp pet + e] 
+ (a, + ibe *"* + (a, + ib,)e nO L es 
fiz) E 5 Cette 
在 这 里 C, = (a,—ib,)/2, Cy 一 (a, + ib) /2 Co 一 ao 这 是 了 (XT) 函数 的 指数 表达 形式 .或 者 
f(x) = >; O, (cos2whz= + isin2xh x) 
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由 此 一 个 一 维 电 子 密度 函数 亦 可 表达 为 

p(z) = X Cret? (1) 
doi 是 从 一 oo 至 oo 的 整数 。 i 
Í 而 结构 因子 公式 l 

F, = 25 fet 

如 果 用 连续 的 电子 密度 函数 p(z) 代 将 每 个 分 立 的 原子 , 则 

F, = | pr)em ads 
a 为 周期 .把 (1) 式 代入 上 趟 , 则 

P, «(Xem eae 


1 
=a Dal pisi hag 
A n 


当 h' 一 一 时 
[es dc —1 
9 
T3 h' = —h Bf 
[eras —0 
0 
因此 
F, —aC; 
Ci =F,/a (2) 


PORRA COSS EIL — h ACA , 则 
pm) i DIES "9 
iX dé HR -F- 8 RE RUE — ERN REA EI 8) — PES [BLA] FT HE pR 38 52318 OS 
oo 
p(xyz) = 2L M DEF ug Ue rita 

AF V. ARER, hki 为 衍射 指标 , +,y,z deg a P RA AR MS] pCxyz) 为 距离 晶 胞 原 
Arys 处 的 电子 密度 。 FuN AART, H Fa = | Fu; lefu: 关系 式 可 以 看 出 IF, 能 从 衍射 
强度 数据 中 推 引出 来 ,而 Bw 却 无 法 从 实验 中 得 到 。 因 此 无 法 从 衍射 强度 数据 直接 算出 结构 因 


f Fw, 也 就 无 法 直接 计算 电子 密度 函数 ,因而 无 法 得 知 原子 在 晶 胞 中 的 坐标 。 这 就 是 晶体 结 
构 分 析 中 的 相 角 问题 ,有 待 以 后 讨论 。 


5.2 电子 密度 图 


假如 已 经 收集 了 晶体 的 入 射 强度 数据 ,并 且 经 过 修正 ,统一 和 还 原 为 结构 振幅 1Fw| 的 数 

值 ,以 及 通过 间接 的 方法 测定 了 每 一 个 衍射 的 相 角 Bw ,这 时 就 可 按 电子 密度 函数 公式 计算 晶 

胞 中 每 一 点 的 电子 密度 ,在 实际 工作 中 可 计算 三 维 电子 密度 分 布 , 亦 可 计算 某 一 方向 的 截面 或 
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投影 。 
在 计算 三 维 电 子 密度 时 可 按 下 列 公 式 进行 


1 SS -nilka Hky Hiz 
gGyz) = ge Sh SIR S 7 SSS IA 


或 者 按 其 他 形式 的 公式 计算 ,如 用 F, = | Fu; Jeta Fa JE wur 1cosankt ti |E ru | sinay, 2, dj Fu 
= Au T Bas CHE b Ay = | Fa : C08054; Buy = | E hat [sine,u E A ETERRAK 系数 即 以 等 式 
的 右 项 代替 Fu ,并 假定 衔 射 强度 分 布 符合 中心 对 称 定律 (Frrecel 定律 ), 以 及 经 归并 、 整 理 后 
可 得 : 


p(zyz) = 9323 S 4| Fan jcos2x[ (hz + ky + iz) — Bu] 


在 计算 电子 密度 函数 的 截面 时 ,通常 将 x,y,z FER- D BUE IE TEC = O, 


z, 一 Y … 等 任意 一 个 数值 ,然后 计算 二 维 截面 ,这 样 便于 绘图 和 表示 出 三 维 电 子 密 床 的 分 
布 。 例 如 计算 zi = 0 的 截面 , 按 公 式 ， 
pCryz) = > > YX IF, e i t 


= MA AUS IF ppe te ment» 
当 一 0 时 ,公式 简化 为 
p(zy0) = y; 208 DIM YF ue toe 


TE VEBERR BRUPUREIR X (zyz) 的 电子 密度 时 ,一 般 是 按照 一 定 间 隔 CA Ay Az ) 逐 点 按 公 
式 计算 。 因 此 计算 机 算出 来 的 每 一 层 电子 密度 是 一 套数 值 ,每 个 数值 代表 在 晶 胞 中 某 点 的 电子 
密度 。 电 子 密度 极 大 值 的 位 置 , 即 是 原子 的 中 心 位 置 。 原子 的 电子 数 越 多 ,电子 的 密度 也 越 大 。 
据 此 ,原则 上 可 从 电子 密 庶 分 布 中 来 分 析 确定 各 种 原子 的 位 置 。 

为 了 突出 原子 的 形状 及 整个 结构 ,可 在 电子 密度 的 平面 图 上 把 电子 密度 数值 祖 同 的 点 , 例 
如 0. 04e /nm? 用 线 连接 起 来 , 绘 成 等 高 线 图 , 称 为 电子 密度 图 .图 5.1 示 意 了 在 (28/60,19/60) 
处 有 一 个 电子 密度 峰 .假如 能 够 辨认 出 该 峰 为 菜 一 原子 ,就 可 由 图 上 读 出 该 原子 在 蜗 胞 中 的 坐 
标 。 

X 射线 入 射 分 析 的 分 辨 率 越 高 ,电子 密度 图 上 反映 出 的 晶体 结构 的 细节 越 清楚 。 在 这 里 
要 说 明 一 下 ,晶体 结构 分 析 中 的 分 辨 率 , 与 一 般 了 解 的 光学 显微镜 的 分 辩 率 有 所 不 同 ,这 里 的 
分 辨 率 是 指 在 晶体 收集 衔 射 强 记 数 据 时 ,于 记录 的 街 射 点 反映 的 最 小 平面 间距 da 的 大 小 。 按 
公式 2 dsing = nà ,f8 d = Ss LEES n =1, 4 为 0.154nm(CuKwJ 时 ,假如 9 角 接 近 90* , H 
理论 上 的 最 小 分 辨 率 间 距 d=0.075nm ,而 在 实际 收集 蛋白 质 晶体 的 衍射 强度 数据 时 ,一 般 6 
慎 仅 为 30* 左 右 ,因而 实际 所 能 达到 的 分 辨 率 要 低 得 多 ,而 在 电子 密度 图 中 能 达到 的 分 辨 率 则 
更 低 , 这 是 由 于 生物 大 分 子 晶体 内 部 分 子 排列 的 有 序 性 较 差 ,以 及 入射 数据 和 相 角 计算 的 质量 
等 因素 的 影响 。 

在 蛋白 质 晶体 结构 分 析 中 ,一 般 把 du AFO. 45nm 的 称 为 低 分 状 率 的 电子 密度 图 ,a 小 
FO. 35nm、 大 于 0. 25nm 的 称 为 中 等 分 辨 率 的 电子 密度 图 ,do 小 于 0. 2nm 的 称 为 高 分 辩 率 的 
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电子 密度 图 。 

在 低 分 辩 率 的 电子 密度 图 中 . 肽 链 的 a 螺旋 区 可 以 着 清 .而 有 链 的 其 他 部 分 大 体 上 能 分 
辨 ,但 是 较 零 散 ,因此 在 低 分 辩 率 的 电子 密度 图 中 整个 肘 链 走向 不 能 被 追踪 ,金属 原子 ,如 胰 咏 
素 中 的 锌 原子 , 肌 红 蛋白 中 的 铁 原子 具有 高 的 电子 密度 和 较 大 体积 ,很 容易 分 辨 (图 5. 2)。 
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图 5.1 :示意 部 分 电子 密度 图 中 图 5.2 在 10- 18/60] 38 TERRASSA E 
不 同位 置 的 电子 窗 度 值 表现 出 来 的 锌 离子 的 配 位 情况 ( 锌 在 图 中 心 》 


在 中 等 分 辨 率 的 电子 密度 图 中 整个 多 航 链 的 走向 可 以 辨认 ,但 是 具体 地 分 辩 每 个 氢 基 酸 
残 基 较 困难 .在 0. 3 一 0. 35nm 的 分 辩 率 图 中 , 肽 链 的 吐 基 ,在 比较 有 序 的 部 位 可 以 分 辨 清楚， 
TE. fe Ek BERE SEC WD AT M BI HE EO. 25nm 分 辨 率 的 图 上 亦 不 可 能 看 清楚 .在 0. 3nm 分 辩 率 的 电 
子 密度 图 中 ,一 般 肽 链 的 侧 链 能 够 看 清 , 而 在 分 子 表面 的 侧 链 基 团 由 于 基 团 定向 较 差 ,而 分 辩 
不 清 , 如 束 氨 酸 残 基 的 侧 链 仅 了 B 碳 原子 能 看 清 。 茶 丙 氮 酸 、 栈 氨 酸 ,组 氨 酸 、 异 党 氨 酸 、 极 性 的 天 
门 冬 氨 酸 、 天 门 冬 酰胺、 谷 氨 酸 、 谷 氨 栈 胺 、 苏 氨 酸 等 侧 链 要 人 在 0. 28nm 分 辩 率 时 ,才能 看 清楚 ， 
二 硫 桥 在 0. 28nm 时 能 看 清 , 但 是 琉 原 子 还 不 能 分 辨 清楚 。 

在 小 于 0. 2nm 的 高 分 辨 率 电 子 密度 图 中 ,如 在 0. 19nm 的 戏 岛 素 晶体 结构 的 电子 密度 图 
中 ,二 硫 键 的 两 个 硫 原 子 能 分 辨 ,6 碳 原 子 可 以 较 精确 的 定位 ; 劳 香 族 的 残 基 更 好 确定 , 环 的 中 
心 电 子 密度 明显 降低 , 环 能 看 清 ,c 侧 链 更 清楚 地 与 主 链 分 开 . 在 较 好 的 电子 密度 图 中 CIE DR 
构象 能 够 很 好 地 确定 .图 5. 3 表示 了 在 不 同 分 辩 率 下 ,同一 氨基 酸 残 基 的 电子 密度 图 。 


5.3 电子 密度 图 的 解释 与 原子 在 品 胞 中 的 位 置 


由 于 有 蛋白质 分 子 量 很 高 ,原子 数量 很 多 ,以 及 蛋白 质 晶 体内 部 分 子 排列 的 有 序 性 较 差 等 原 

因 , 要 得 到 中 等 和 高 分 辩 率 的 电子 密度 图 是 相当 困难 的 ,而 电子 密度 图 的 解释 亦 是 相当 复杂 的 

工作 ,是 一 个 由 粗 到 细 , 由 易 到 难 , 综 合 分 析 , 逐 步 精 化 的 这 程 .一 套 中 等 或 高 分 辨 率 的 电子 密 
65 


~ 


0.18nm . 


图 5. 3 在 不 同 分 辩 率 的 电子 密度 图 上 , 酷 扬 酸 、 组 迄 酸 的 电子 密度 图 


度 图 的 解释 工作 ,一般 要 经 过 几 个 步 又 :首先 ,在 透明 塑料 片上 绘 出 按 一 定 比 例 的 各 层 电子 密 
度 图 ,如 按 lem= 二 0, 3nm 的 比例 ,第 二 , 按 共同 原点 和 准确 的 间距 把 各 层 电子 密度 图 秋 合 起 来 ， 
构成 三 维 电子 密度 图 (图 5.4 ) ,初步 观察 分 子 的 边界 , 非 结 晶 学 对 称 性 以 及 上 肽 链 走向 等 总 体 情 
襄 , 纠 正 一 些 明 显 的 .不 合理 的 偏差。 第 三 ,如 得 到 较 理 想 的 结果 ,可 再 进一步 缩小 比例 ,如 按 
2cm — 0. 3nm 的 比例 绘制 各 层 电 子 密 度 图 ,再 登 合 成 三 维 电 子 密度 图 ,在 该 图 上 ,可 根据 分 子 
的 一 级 结构 序列 ,直接 与 电子 密度 图 作对 照 分 析 ,观察 肽 链 的 走向 ,辨认 像 a 螺旋 部 分 ,有 明显 
标记 的 部 分 如 金属 原子 结合 处 , 酶 与 底 物 结合 部 位 等 ,并 逐步 扩展 ,进而 确定 分 子 的 部 分 结构 
模型 ,第 四 ,在 上 述 解 释 的 基础 上 ,再 利用 三 维 图 像 显示 仪 对 电子 密度 图 做 进一步 地 解释 和 对 
结构 模型 做 进一步 修正 。 

三 维 图 像 显示 仪 是 由 电子 计算 机 控制 的 .可 运行 多 种 程序 ,具有 高 分 辩 率 屏幕 的 显示 仪 
妖 , 它 可 提供 构建 ,显示 .修改 和 操作 二 维和 三 维 的 高 质量 的 ,层次 分 明 的 彩色 图 像 ,例如 根据 
操作 者 的 要 求 ,可 按 氛 基 酸 或 肽 键 的 标准 键 长 . 键 角 以 及 肽 链 的 扭 角 等 数据 ,构建 各 种 氨基酸、 
肽 链 和 整个 蛋白 质 分 子 的 模型 ,并 可 任意 删除 .增加 或 置换 肽 链 中 的 一 个 或 多 个 残 基 : 可 按 要 
求 改变 菜 一 肽 段 的 构 像 ;可 按 任 一 方向 旋转 或 平移 整个 分 子 ; 可 符合 两 个 分 子 或 肽 段 进行 比较 
研究 ;可 把 部 分 或 全 部 三 维 电 子 密度 图 在 图 像 显 示 仪 上 重演 ,以 及 与 构建 的 分 子 模型 重合、 比 
较 ( 图 5. 5) 等 等 。 

因此 在 三 维 图 像 显 示 仪 上 ,经 过 分 子 模型 与 电子 密度 图 之 间 细 致 , 精 确 的 对 照 分 析 和 调 
整 ,可 确定 部 分 或 大 部 分 乃至 整个 分 于 的 结构 模型 ,并 由 三 维 图 像 仪 计算 出 部 分 或 大 部 分 、 力 
至 整个 分 子 的 非 氧 原子 坐标 ,但 是 由 于 在 强度 测量 ,、 相 角 的 计算 、 同 唱 型 质量 等 方面 可 能 会 出 
现 的 系统 的 或 偶然 的 误差 ,以 及 分 子 模型 还 可 能 存在 某 些 问题 ,仍然 与 电子 密度 图 不 完全 相 易 
合 ,而 影响 结果 的 精度 ,因此 由 电子 密度 图 得 到 分 子 模型 以 后 ,还 需 对 原子 坐标 .温度 因子 . 占 
有 率 和 比例 因子 等 采取 电子 密度 函数 法 、 最 小 二 乘 等 方法 进行 修正 ,从 而 提高 原子 坐标 的 精 
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图 5. 4 FFERR T bk a m ë RS 图 3.5 TELE IR GLE So EZ RKCER TS S HRE 
”GJu342 附 近 电 子 密度 ( 细 线 ) 与 -1- 重 白水 解 
. 酶 兵制 齐 相 应 位 置 肽 段 ( 粗 线 ? 间 的 比较 


度 . 改 善 相 角 的 质量 等 。 由 分 子 模型 的 原子 坐标 可 计算 出 每 个 衡 射 点 的 要 角 , 应 用 此 相 角 值 和 
实验 得 到 的 结构 振幅 值 (F.) 可 再 计算 出 电子 密度 图 ,并 在 图 像 仪 上 对 图 作 进一步 解释 ,与 分 子 
模型 作对 比 .调整 模型 中 的 不 够 正确 部 分 ,然后 对 原子 坐标 等 参数 再 修正 ,再 计算 电子 密度 图 ， 
再 解释 ,再 修正 分 子 模型 .如 此 反复 ,直至 建立 起 与 衍射 强度 数据 完全 吻合 的 分 子 模型 ,从 而 测 
定 出 全 部 原子 的 坐标 ( 表 5. 1)。 由 原子 坐标 可 计算 出 分 子 的 键 长 , 键 角 和 扭 角 等 结构 数 
dg ncn . 
在 晶体 结构 的 分 析 过 程 中 ,从 提出 初步 的 分 子 结构 模型 到 最 后 解 出 结构 ,需要 进行 各 种 修 
正 ,其 修正 正确 性 的 判断 主要 坟 实 验 观 测 的 结构 因子 振幅 与 理论 计算 的 结构 因子 振幅 相 易 合 
为 标准 , 即 以 偏差 因子 REHM. 
. MOD ~ F.(A)! 
VE SO 


F, AUSSI F. 为 计算 结构 振幅 ;4 代表 衍射 指标 hh, 

在 应 用 同 蝇 置换 法 测定 相 角 过 程 中 ,对 重 原子 参数 和 相 角 修正 时 , RATHO 10 左 看, 而 
在 小 分 子 晶体 结构 分 析 中 , R 因子 在 0. 10 以 下 ,好 的 结果 可 以 达到 0 05 以 下 ,这 时 原子 坐标 的 
FEDRE RPA RJO. 0004nm , 键 长 的 精确 度 可 到 0. 00080m, 
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表 5. 1 猪 胰岛 素 A 链 4 个 氨基 琶 残 基 的 非 氧 原子 坐标 


RT 氨基 酸 | KERA KOLE | 原子 坐标 | 原子 坐标 温度 因子 
编导 残 基 名 称 | EFAG x (nm) z (nm) (nm) 


1 1 . 1. 1. 

2 1 1.700 1. 1. 

3 1 1.558 1. 1. 

4 1 1.461 1. 1. 2.85 

5 2 1.555 1. 1. 2.75 

6 2 1. 432 1. 1. 1.98 

7 2 1. 329 1. 1. 1.30 

8 2 1.211 1. 1. 1.85 

9 2 1.448 0. 1. 5.55 
12 2 1.314 0. 868 1. 00 3.70 
11 2 1. 486 0. 819 1. 00 2.75 
12 2 1. 291 0. 948 1. 00 2.49 
13 3 1. 1. 045 1.00 1.62 
14 3 i. 1. 500 1. 00 1.43 
15 3 1. 1. 1.00 2.53 
15 3 1. 1. 1.00 2.62 
17 3 1. 1. 1. 00 1.79 
18 3 1. 1. 1.00 3.08 
19 3 1. 0. 1. 00 2.72 
20 4 1. 1 1. 00 1.66 
21 4 1. 1 . 1.00 1.79 
.22 4 1. 1 1.00 2.14 
23 4 1. 1 1. 00 2.00 
24 4 1. 1 1.00 1.90 
25 4 1. 1. 1.00 2.23 
25 4 1. 1 1. 
27 4 1. 1 1. 
28 4 1, 1 1, 
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第 六 章 ”解决 相 角 问 题 的 方法 


解决 生物 大 分 子 唱 体 结构 分 析 中 的 相 角 问题 ;主要 是 应 用 重 原子 同 唱 置 换 法 ,这 种 方法 是 
把 重 原子 引进 到 由 轻 原 子 组 成 的 结构 中 ,以 重 原子 作为 标识 原子 来 获得 位 相信 息 ;如 果 结 鸡 中 
已 存在 较 重 的 原子 ,可 使 用 反常 散射 法 ;如 果 已 有 一 个 类 似 的 生物 大 分 子 的 晶体 结构 已 经 解 
出 ,就 可 用 分 子 置 换 法 ;如 果 待 测 分 子 不 但 与 已 知 晶体 结构 的 分 子 在 三 维 结构 上 类 似 , 而 且 两 
者 是 同 晶 型 的 ,还 可 以 用 差 值 帕 特 到 方法 或 差 值 傅 利 叶 方法 来 得 到 位 相信 息 ; 帕 特 逊 函数 法 主 
要 用 于 解决 小 分 子 的 相 角 问题 ,但 是 它 的 基本 原理 在 分 子 置换 法 测定 重 原子 在 生物 大 分 子 品 
体 中 的 位 置 等 方面 仍 具 有 很 重要 的 作用 ;另外 也 有 人 在 研究 用 直接 法 解决 大 分 子 的 相 角 问题 ， 
这 种 方法 是 应 用 衍射 点 之 间 的 数学 关系 来 获得 位 相信 息 。 


6.1 þf (Patterson AAGA 


DHAS P E ROE 7B SU Br (38 R ORO ERE HB ASPECT BJ CREE BEDA RE E E 
| Fiw 上 为 博 里 时 级 数 的 系数 的 函数 。 由 这 样 的 函数 计算 出 的 结果 是 结构 的 向 量 图 ,分 析 向 量 
图 可 确定 原子 的 坐标 ,由 坐标 可 计算 出 原子 散射 波 在 某 一 本 射 中 的 位 相 。 在 一 维 情况 下 ,由 特 
逊 函 数 的 具体 形式 为 ， 


PG) = +h Fem rw . (1) 


a 为 a 方向 原子 重复 周期 , u 为 帕 特 逊 图 上 峰 的 分 数 坐 标 . 上 式 可 由 帕 特 取 函数 的 定义 推出 
来 。 


P(u) = [oco pc + u) + adx (2) 
AF: 2(z) 表示 点 x BE BU BS FEE BD 
pa) = liane 
P(X + u) 表示 点 (z + u) 处 的 电子 密度 , 即 
1 SA — ihl ra 
E: PG +u) = m AE EAD 
代入 (2) 式 得 : 
P(u) -f 22 Fyens], [+ Diran] * adr 


2l LYNWNAF | Dein Je [e7?9* . ei dz. 


= 二 yw > hF, Fe ah [| = ind 
E 0 


式 中 衣 为 衍射 指标 ,在 括号 中 的 值 有 时 相等 ,但 在 大 多 数 情况 下 是 不 等 的 , 故 暂时 加 上 “” 以 
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示 区 别 ， 
式 中 积分 , 当 h' =— RA 时 


[az = 1 
当 A! 关 一 下 时 ,积分 为 0。 将 此 积分 结果 代入 上 式 得 
P Gu) =} SAF Fo as 


-l 2 A |F, lee 
推广 到 三 维 的 情况 
S 26 Ori un 
Pluvw) = y 22h ZAR Ful e rh 十 十 a) 


xp VOS BEL. uo o 为 帕 特 避 空间 某 一 点 的 坐标 。 
由 上 面 帕 特 函 数 的 定义 可 以 理解 ,在 帕 特 逊 空间 中 的 峰 表 示 的 不 是 某 个 原子 的 位 置 , 而 是 
两 个 原子 之 间 的 向 量 峰 .在 一 维 的 电子 密度 图 上 ,假如 在 z 处 有 一 个 峰 , 即 表示 了 晶 胞 中 的 -- 
个 原子 ,而 在 一 维 的 帕 特 逊 图 上 ,如 果 x 处 存在 一 个 峰 , 则 表示 在 相应 的 电子 密度 图 中 分 别 位 
T z 33 z + u 处 的 两 个 峰 ( 图 6, 1)。 此 处 * 既 代表 了 原子 之 间 的 焉 离 , 又 表示 了 方向 ,因此 由 
特 到 图 是 向 量 图 .这 种 图 有 如 下 几 个 特点 ， 
CO 若 晶 胞 中 有 N 个 


pa PG) 原子 , 则 在 向 量 图 上 有 N: 
个 峰 , 其 中 N 个 是 自身 向 
ras 量 峰 , 即 < 一 0 的 峰 , 位 于 向 
I — 量 图 的 原点 ,而 N: 一 NN 个 
o z stu 3 O i ” 妖 为 非 原 点 峰 。 


(a) o 


(2》 原 点 峰 Pu 正比 
图 6.1 SR 
conEteTEREL MA UESENNaE Lama oa T OZ , 式 中 2 为 第 7 个 


原子 序数 , 2 是 对 唱 胞 中 
全 部 N 个 原子 的 加 和 ,而 非 原点 峰 正比 于 nz, z 和 z 为 原子 1 和 原子 2 的 原子 序数 由 此 可 
见 , 原 子 序数 ( z ?很 高 的 重 原子 之 间 的 峰值 ,高 于 一 般 的 轻 原子 之 间 和 轻 原 子 与 重 原子 之 间 的 
峰值 。 

CD 向 量 图 是 中 心 对 称 的 ,因原 子 1 至 原子 2 的 向 量 (xi -,) 和 原子 2 至 原子 1 的 向 量 (ws )， 
方向 相反 而 长 度 相等 ,例如 一 个 三 个 原子 的 简单 分 子 [图 6. 2(a)], 在 相应 的 帕 特 渤 向 量 图 上 将 
在 原点 周围 出 现 中 心 对 称 的 向 量 峰 [图 6. 2(b)]。 因 此 在 向 量 图 中 可 能 出 现 的 点 群 , 仅 具有 中 
心 对 称 性 的 11 个 点 群 。 

根据 上 述 晶 胞 中 分 子 结构 与 它 的 帕 特 进 函 数 之 间 的 关系 ,在 原则 上 可 以 通过 分 析 向 量 峰 
推算 出 原子 的 坐标 ,例如 在 c 方 向 上 具有 一 个 二 重 轴 的 晶 胞 , 若 存在 一 个 原子 (zx,y,z ), 则 必 
有 二 重 轴 联 系 起 来 的 另 一 原子 人 5,y,z), 见 图 6. 3(a) ,在 相应 的 该 两 原子 的 PCxo0) 截 面 图 上 
一 定 可 以 找到 它们 的 向 量 峰 (wy ) 见 图 6. 3(b) .在 此 = z — Z = 2zo = y— y = 2y, 并 在 
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(a) (b) 


图 6,2 ”分子 靖 构 与 相应 的 向 量 峰 
(a) 在 总 胞 中 - -个 三 原子 的 分 子 靖 构 ;tb) 在 相应 的 向 量 图 上 出 现 的 向 量 峰 


截面 图 上 可 以 读 出 u,v 的 具体 数值 ,把 读 得 的 数值 代入 4 S z ,wv 与 y 的 关系 式 ,就 可 计算 出 
zy 坐标 值 。 当 然 这 样 测 得 的 原子 坐标 是 初步 的 , 尚 震 进一步 的 糖化 。 


(a) (b) 


图 6, 3 嵌 胞 中 原子 尝 标 与 相应 的 向 基 峰 坐 标 
Ca) 在 蝇 胞 中 由 2 联系 起 来 的 两 个 原子 !(b) 在 相应 的 P Gu) 图 中 的 向 量 峰 


虽然 对 于 生物 大 分 子 这 样 复杂 的 结构 来 说 ,由 于 在 相应 的 向 量 图 中 峰 的 数目 太 多 , 重 登 交 
盖 很 严重 ,根本 无 法 通过 分 析 直 接 辩 认 各 原子 间 的 向 量 峰 , 但 是 由 过 特 函 数 在 应 用 同 晶 置换 法 
解决 相 角 问题 中 ,以 及 应 用 分 子 置 换 法 确定 两 个 相 类 似 结构 的 工作 中 仍然 是 很 重要 的 基本 理 
论 和 技术 。 


6.2 [Bibi 


蛋白 质 等 生物 大 分 子 主要 由 大 量 的 C.N,O,H 等 轻 原子 组 成 ,因而 解决 这 类 晶体 结构 分 
析 的 相 角 问 题 , 主 要 是 应 用 重 原子 同 晶 置 换 法 。 这 种 方法 的 基本 思想 是 把 散射 本 领 大 的 重金 属 
原子 ,如 Hg,Pb 等 ,引进 到 蛋白 质 晶体 中 作 标识 原子 ,然后 设法 解 出 这 些 数量 较 少 的 重 原子 在 
晶 胞 中 的 坐标 ,由 这 些 坐 标 计算 出 重 原 子 散射 波 在 各 衍射 点 的 相 角 ,再 推 引出 蛋白 质 分 子 中 每 
个 原子 散射 的 次 生 波 在 各 级 衍射 中 的 位 相 。 


?1 


各 白质 分 子 的 晶体 . 除 像 小 分 了 晶体 一 样 ,分子 按 空间 格子 排列 以 外 ,在 分 子 之 间 还 有 充 
满 结 晶 奎 液 的 小 通道 ,通道 宽度 一 般 为 2hm.。 在 通道 肉 溶剂 分 子 与 蛋白 质 分 子 表面 的 极 性 基 男 
可 相互 作用 而 形成 有 规则 的 排列 .因而 外 面 的 重 原子 通过 小 通道 进入 晶体 内 部 以 后 ,可 以 在 一 
定位 置 上 取代 溶剂 分 了 ,形成 重 原子 入 生物 .而 没有 加 重 原子 的 晶体 ,相对 于 加 重 原 了 的 入 生 
物 而 言 称 为 母体 . 同 晶 置 换 是 指 两 个 或 两 个 以 上 的 晶体 之 间 具 有 相同 的 空间 群 . 相 同 的 晶 胞 参 
数 ,以 及 绝 大 部 分 相同 的 原子 分 布 , 而 仅 在 其 些 位 关上 被 某 种 金属 原子 所 取代 。 

两 个 晶体 之 问 的 同 曲 置换 称 为 单 对 问 晶 置换 ,而 一 对 以 上 的 同 晶 置换 称 为 多 对 同 唱 置换 。 
蛋白 质 分 子 是 非 对 映 分 子 , 因 此 总 是 结晶 在 非 中 心 对 称 的 空间 群 中 ,要 解决 晶体 结构 分 析 中 的 
相 角 问题 ，` 般 讲 都 需要 多 对 同 唱 . 

6.2.1 向 晶 图 换 法 测定 相 角 的 原理 

前 面 已 谈 到 晶体 在 某 一 衍射 中 的 结构 因子 是 晶 胞 中 每 个 原子 在 该 方向 上 散射 X 射线 波 
的 合成 , 同 晶 置 换 法 测定 相 和 角 的 原理 就 是 根据 蛋白 质 重 原子 衍生 物 的 某 衍射 的 结构 因子 ,可 以 
由 该 衍射 的 母体 结构 因子 和 重 原子 结构 因子 的 向 基 加 和 构 
成 .其 数 党 表示 式 为 : 

Fm = Fp + Fh 
Fe = Fim — Fg (1) 
Fr Ë E ÉI JK RFjk 09 28 38 AF , Fond Et EST fi E TR] ZE 39) 
内 子 ,Re 是 重 原子 的 结构 因子 。(1) 式 亦 可 表达 为 
‘Fple® = | 天 elea — | Fy |o 
Pp pi 分 别 表示 蛋白 质 ,入 生物 和 重 原子 次 生 波 的 相 
角 .(1) 式 在 复 平面 上 的 表示 如 图 6. 4。 

WRS R 和 R, 分 别 代表 母体 和 衍生 物 唱 体 之 间 相互 
置换 的 那 部 分 原子 ,而 令 L 代表 两 个 晶体 间 相 同 的 轻 原子 
部 分 - 则 

Fy = F. + Fr, 

Fen = Fi + Fr, 

Fa f: Pa, 分别 为 相互 置换 的 诛 子 的 结构 因子 ,假定 它们 具有 相同 的 坐标 , 则 位 相 相 同 , 仅 结构 
振幅 不 同 ,由 (1) 式 得 


图 6. 4 在 复数 平 而 上 Fe, Fru 
和 和 Fa 的 关系 


Fu Fm — F; 
则 
| Fn =(F, + Fe) — (F, + Fa.) 
=Fa, 一 Fa. 
=|F..|e% 一 | 有 em 
由 于 Rs,R, 的 坐标 相同 ,因此 | 
Fa = GF] — [Fr De = |Fyle 
而 又 知 


N 
Fy = Df etiytie) 
j=l 
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所 以 假如 精确 知道 了 重 原子 的 坐标 Gyz) ,就 叮 由 上 式 计 算出 重 原子 在 各 级 入射 中 的 位 
相 , 从 而 可 知道 Fa 的 大 小 和 方向 ,然后 根据 公式 (1}) 中 衍生 物 , 母 体 和 重 原子 之 间 的 向 量 关 系 
就 可 设法 推 引 出 F, 的 位 相 。 因 此 要 应 用 同 错 置换 法 解决 相 角 问题 ,就 得 首先 测定 重 厌 子 在 哩 
胸中 的 位 置 。 

62.2 重 原子 位 置 的 测定 

由 公式 (1) 可 得 Fs 二 Fon 一 Fp, 然而 由 于 三 者 是 向 量 关系 ,而 Fea 和 Fs 在 此 是 未 知 的 , 因 
此 不 可 能 站 接 通 过 Fr 和 Fr 来 确定 Fn, 所 是 由 重 诛 子 入 生物 和 母体 的 入 射 强 度数 据 可 计算 
出 Fpu 和 Fe 的 结构 振幅 值 。 Fan EDAN punis Fy 的 振幅 值 ( Fl)， 那 就 
可 应 用 巾 特 逊 函 数 法 来 泪 定 数量 较 少 的 重 原 子 位 置 。 

由 图 6. 5 的 Feu Fo 和 Fr 之 间 向 量 关 系 , 可 应 用 余弦 定律 
得 : i 

iFu|^— |F|’ t |Fel2—2|Fral VF |cosa 
假定 Fou 与 Fr 之 河 的 位 相差 较 小 , 即 a 值 较 小 , 那 末 cosas. 
这 时 
|Fa&|2 = | 有 rr 十 Pei 一 2RpallEn| (2) 

T H BFIK HIHN E 190 i Pan EE SHAH | F; A E ,并 
假定 |Fea| 一 te| 近 似 地 等 于 1Fal. 则 

(Eml — [Fe D! Fog" 1FR—2|Foul|lFo] . (2 © R 
比较 (2)(3) 两 式 , 可 以 说 明 用 (1Pea — | Fe D RIRI | Ful: fE 
帕 特 逊 函数 的 系数 还 是 合理 的 ,这 种 以 (1Fpsi 一 |Fp1)? 为 系数 
的 函数 称 为 同 晶 差 值 帕 特 逊 函数 ,具体 形式 如 下 : 


Pluvw) = 1932393 1.0 — |F, | ?eine Ehe) 


由 于 每 个 重 原子 的 电子 数目 多 ， 在 晶 胞 中 的 数量 又 
少 , 因 此 在 帕 特 逊 图 上 重 原 子 之 间 的 向 量 峰 的 峰值 比 一 
般 峰 高 ,而 且 数 量 较 少 , 故 易 分 析 , 从 而 有 可 能 最 终 测定 
出 重 原子 的 坐标 .假如 已 知 重 原子 的 坐标 和 占有 率 , 就 
可 从 理论 上 计算 每 个 入射 的 Fa ,并 将 计算 值 与 实验 值 
进行 比较 ,对 重 原子 坐标 采用 数学 方法 作 进一步 修正 ， 
使 理论 计算 值 忌 可 能 地 接近 实验 值 。 

6.2.3 蛋白 质 母 林 的 相 角 测定 

6.2.3.1 单 对 同音 置换 法 

.假如 已 经 由 一 种 重 原子 往生 物品 体 的 衍射 强度 数 

据 计算 出 了 结构 因子 的 振幅 |Fus| 的 大 小 和 由 母体 的 衍 
射 强度 数据 计算 中 了 iFp1 的 大 小 ,并 且 已 知 Fs 向 量 的 
大 小 和 位 相 , 就 可 通过 作 图 法 求 出 蛋白 质 母体 的 各 衍射 
点 的 位 相 。 

首先 按 公 式 (1) 在 复 平面 康 点 O, 以 的 大 小 为 半径 作 一 个 圆 , 再 在 原点 O Fn RE 
以 向 量 一 Fa 的 终点 了 为 圆心 ,以 Fan 的 大 小 为 半径 画 一 个 圆 ,一 般 两 圆 相交 于 两 点 (图 6. 6) .向 
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图 6.5 RE frp 与 Fe lI 
TR foe 


网 6.6  f(EBIEDRAS RUE 


OH WIOG 5 Ti C Se f a fl a, BU Fr 的 两 个 可 能 的 相 角 值 ,因而 不 能 唯一 地 确定 F, 的 相 
角 ,一般 需 要 另 一 对 同 晶 置换 的 衔 射 数据 ,才能 判断 确定 Fe 的 相 角 ,但 是 如 果 Fe 与 Fu 两 向 
量 共 线 , 即 以 Fe 和 Era 所 作 的 两 圆 相 切 于 一 点 ; 则 有 可 能 确定 部 分 Fp 的 相 角 。 

在 什么 情况 下 , 才 有 可 能 出 现 上 述 Fp Fa 以 及 Fpu 共 线 的 结果 呢 , 当 品 体 结构 具有 对 称 中 
心 时 ,就 会 出 现 这 种 结果 。 当 然 蛋白 质 分 子 总 是 结晶 在 非 中 心 对 称 的 空间 群 里 的 ,因为 蛋白 质 
分 子 都 是 非 对 映 体 , 但 是 在 某 些 非 中 心 对 称 的 空间 群 的 某 一 特定 方向 的 投影 上 可 能 出 现 对 称 
中 心 , 例 如 P21,C2 空 间 群 , 沿 5 方向 上 的 投影 ,能 出 现 对 称 中 心 ,这 时 , h0l 型 的 衍射 点 的 相 角 ， 
有 可 能 利用 单 对 同 最 置换 法 来 测定 。 | f 

如 果 晶 体 结构 具有 对 称 中 心 m B ER 065 t S kha xt ih l E HIR 0652 ma rh, 
WA GE S ROS x;,yj,z; , 另 -一 半 的 原子 坐标 为 zx,y;,z; ,在 此 为 讨论 方便 ,假定 晶 胞 中 仅 
有 两 个 碳 原子 , 若 一 个 在 noz , 则 另 一 个 一 定 在 +,y,z 。 这 时 两 个 碳 原 子 的 结 梅 因子 为 ， 


L . 
Fu = MM ty tt 
j=l 


2 
= > f.[cos2x(hz,; + Ry; + lz;) + isin2x(hz; + ky; + 1z;)J 
j= 1 


F, = f.[cos2=(hz + ky + Iz) + cos2n(hx + ky + Iz) 
+ isin2z (Ar + ky + Iz) + isin2=(hz + ky 4- i] 
由 于 cos(— z )=cos( x ) ,sin(— x )= —sinz , 则 
Fn = 2f.c0s2n (hz E ky + i2) f 

这 个 结果 说 明 由 于 结构 为 中 心 对 称 , 结 构 因子 的 虚数 项 成 对 地 相 消 了 , 仅 存 实 数 项 这 样 ,结构 
因子 的 相 角 只 可 能 为 0 或 x, 在 复 平面 上 和 仪 分 布 在 实 轴 土 。 

在 二 维 中 心 对 称 区 的 F, 的 相 角 可 按 下 列 几 种 情况 确定 ,如 果 Fa 与 F, 共 线 , 按 Fon, F; 
和 Fa 三 者 向 量 的 关系 , 则 当 Fpuo Fe 时 ,Fp 与 Fa 的 位 相 相同 ; 

Fpp 


O 
当 Fru<Fp 时 ,Fe 与 Fa 的 位 相 相 反 ; 


Fp Fy 


FpH Fb 


O 


ñ . . Fp 
34 F, 非常 小 ,而 Fa 很 大 时 ,Fs 与 Fr 的 位 相 相反 ， 
Fa 


Q 
Fru Fp 
当 Fra F, 时 ,就 不 可 能 确定 Fp 的 位 相 。 
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6.2.3.2 HAREMA 

如 果 由 第 二 对 同 晶 衍生 物 的 强度 数据 中 引出 了 Fra, 的 大 小 和 第 二 种 重 原子 Fs, 的 大 小 和 
位 相 , 即 已 知 Fa ,就 可 继续 在 图 6. 5 上 作 图 , 解 类 那些 单 对 同 晶 置 换 法 无 法 确定 的 Fp 的 相 角 。 

首先 以 原点 0 为 起 点 作 一 Fn, 然后 在 一 Fg, 的 末 
端 ,以 Fr 的 大 小 为 半径 作 圆 ,该 圆 与 Fp 大 小 为 半径 的 
圆 一 般 亦 相 截 两 点 ,假如 为 H'A L, 22 56 W W fE S ZR 
果 , 由 于 第 一 个 本 生物 的 G 瑟 向 量 和 第 二 个 了 衔 生物 的 
OH" 向 量 的 方向 基本 或 完全 -- 致 ,从 而 确定 a 为 衍射 
Fr 的 相 角 ,排除 了 a 作为 Fo 的 相 角 的 可 能 性 (图 6.7)。 
假如 Fa 和 Fu 共 线 , 则 第 二 对 同 遍 重 原子 衍生 物 就 不 能 
帮助 挑 出 “和 中 哪个 是 Fr 的 相 角 , 那 就 需要 第 三 对 
同 晶 重 原子 入 生物 数据 , 才 有 可 能 准 一 确定 该 衍射 点 的 
HA. 


63 反常 散射 法 


图 6.7 在 多 对 反 晶 置换 法 中 应 用 
作 图 法 求 相 角 的 实例 


原子 散射 因子 通常 是 按 原子 中 电子 的 空间 分 布 情 
况 来 计算 的 ,一 般 假 定 原 子 中 的 电子 是 不 受 束缚 的 ,而 
事实 上 这 种 假定 是 不 符合 实际 的 ,原子 中 的 电子 是 受到 束缚 的 ,因此 原子 中 的 电子 具有 一 个 男 
有 振动 频率 。 当 X 射线 入 射 到 原子 上 时 , 它 的 散射 能 力 与 自由 电子 的 散射 能 力 相 比较 要 有 …- 
个 修正 量 . 反 常 散射 法 就 是 利用 这 一 性 质 来 得 到 位 相信 息 的 。 

在 前 面 讨论 原子 散射 因子 时 ,是 用 实数 量 f; 表示, 这 是 根据 经 典 理论 ,假定 入 射线 的 频率 
远 远 大 于 原子 的 固有 频率 ,而 把 原子 中 电子 的 束缚 能 量 看 成 很 小 ,近似 于 自由 电子 。 在 一 般 情 
况 下 ,这 种 假设 对 大 多 数 轻 原子 来 说 是 正确 的 ,但 是 对 于 重 原子 ,特别 是 在 入 射线 的 波长 大 近 
吸收 限时 ,就 不 正确 了 。 因 为 原子 中 的 电子 具有 束缚 能 ,其 散射 能 力 比 自由 电子 大 些 , 或 者 小 
些 . 因 此 散射 因子 就 有 一 个 修正 量 ,这 种 效应 称 为 反常 散射 .这 时 f, 成 为 复数 形式 , 即 为 : 

f,= f + Af' + Af" 

凡是 通常 的 原子 散射 因子 ,A 广 是 实 部 修正 项 ,通常 是 负数 ,Af" 是 虚 部 修正 量 ,是 正 值 ,图 6.8 
表示 了 具有 反常 散射 原子 的 ,Af' 和 Ap 之 间 的 关系 。 


L sr 


图 5.8 在 复 平 而 上 f APRI AFKE 


生物 大 分 子 晶 体 大 多 是 由 C,H,D,N 等 轻 原 子 组 成 ,对 X 射线 ,如 CuK。 射线 ,吸收 系数 
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是 非常 小 的 ,可 以 忽略 Af ,而 仅仅 考虑 A 太 . 当 蛋 白质 分 子 中 存在 重 原 子 如 Fe 或 加 入 重 原子 
以 后 ,由 于 重 康子 具有 不 可 忽视 的 反常 散射 , 它 对 结构 因子 Fus 会 产生 影响 ,图 6. 9(4) 表 示 了 
当 不 存在 反常 散射 情况 下 ,性 于 存在 入 射 花样 强度 分 布 中 心 对 称 定律 ,因此 Fw = Furia 
一 &“:， 也 就 是 说 即使 结构 本 身 并 不 存在 对 称 中 心 ' 但 在 衍射 花样 中 强度 将 出 现 中 心 对 称 Dui 
lu. H6. 9(b) 表 示 了 当 蛋 白质 晶体 结构 中 加 入 重 原 子 以 后 ,如 果 和 忽略 反常 散射 时 ,结构 因子 
Fog (十 ) 仍 然 与 Fer( 一 ) 相 等 , 即 弗 里 德 耳 定律 仍然 存在 .图 6. 9(c) 说 明 当 重 原子 存在 反常 散 
射 时 ,就 破坏 了 弗 里 德 耳 定律 ,Fea( 十 ) 就 不 等 于 Fpn( 一 )。 


图 6.9 
Folt) ,PpH( 十 ) Fn C02) BWR RR Feat, Fpahkt ,Fuhbl i Fol —), Feul), Fa 一 ) 分 别 代表 Fehkl, FryAkl,Fnhkl. 
人 
关系 1(c) 在 香 原 子 入 生物 中 存在 反常 散射 时 结构 因 于 间 的 关系 


在 生物 大 分 子 晶体 结构 分 析 中 应 用 反常 散射 法 解决 相 角 问题 ,主要 是 把 反常 散射 法 与 单 
对 同 晶 置换 法 相 结 合 ,解决 F, 的 相 角 的 双 解 问题 ,例如 在 应 用 单 对 同 晶 置换 法 解决 相 角 时 ， 
一 般 出 现 双 解 ,不 能 唯一 测定 F, 的 林 角 [图 6. 10Ca)], 而 若 没 有 同 晶 母 体 仅 单 独 应 用 反常 散 系 
效应 法 解决 Fp 的 相 角 , 亦 往 往 出 现 双 解 [图 6. 10(b) ,图 中 以 Fos( 十 ) ,Fpu( 一 ) 为 半 名 的 两 贺 
HRE M 和 五 ,Fe 的 可 能 相 和 角 为 O 玉 和 COM 两 向 量 的 相 角 ,不 能 唯一 测定 ,但 是 ,假如 已 收集 
了 该 同 晶 重 原子 生生 物 的 反常 散射 数据 , 即 已 有 FaH), FoM Fn), F" hR 
值 ,就 可 把 两 种 方法 结合 起 来 ,有 可 能 唯一 地 确定 F, 的 相 角 ,比较 图 6. 10(a) 和 (pb) ,在 人 b) 中 
Fo, Fpa( 十 ),Feu( 一 ) 三 个 圆 都 相 截 在 吾 , 由 此 可 得 出 结论 ,向 量 G 豆 的 相 角 上 m 即 为 某 一 本 身 
Fr HHR. 

前 面 讨论 了 同 唱 署 换 法 和 应 用 反常 散射 效应 的 一 般 原理 ,而 在 实际 工作 中 要 复杂 得 多 ,大 
体 有 如 下 几 个 步骤 。 

COO 重 原子 衍生 物 的 制备 .如 前 述 制备 重 原子 衍生 物 就 是 要 把 重 原子 引进 到 晶体 中 去 而 
不 破坏 易 格 和 生物 大 分 子 的 结构 ,一般 采取 尝试 的 方法 ,不 同 的 生物 大 分 子 晶 体 使 用 不 同 的 方 
法 ,无 一 固定 的 程序 .首先 要 详细 查阅 有 关 的 文献 ,了解 有 关 的 晶体 结构 的 细节 ,提出 一 个 较 合 
理 的 制备 途径 ,例如 根据 一 级 结构 和 高 级 结构 的 有 关 资 料 ,分 析 哪 些 氨基 酸 可 能 埋 在 蛋白 质 分 
子 的 核心 ,哪些 可 能 处 在 晶 格 中 分 子 接触 的 位 置 , 这 些 部 位 重 原子 将 是 不 可 进入 的 ,而 那些 处 
在 分 子 表 面 的 氨基 酸 将 有 可 能 提供 重 原子 的 结合 部 位 。 如 果 蛋 白质 含有 金属 原子 如 锌 或 钙 , J 
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jo. lo 单 对 同 晶 沁 换 与 反常 散射 相 结合 测定 Fr 的 相 角 
GROS Se Hkc Fe 的 相 角 出 现 < 和 "两 个 可 能 ;(b) 应 用 反常 散射 帮助 确定 Fo 的 相 角 为 a 


VABEERSSNKTZXAGGUESNNCTAHES AUN EN TCU RUE EUR 
SUR (CR AERE SÉ ERUDITI SUE SCIRE ARI , 5 NR 35 re X zs 
合 的 锌 、 钙 离子 较 易 去 掉 而 不 破坏 分 子 的 高 级 结构 

当前 制备 重 原子 同 易 入 生物 最 普遍 、 最 有 效 的 方法 是 浸泡 法 。 这 种 方法 就 是 把 蛋白 质 最 体 
浸泡 在 含有 重 原子 的 结晶 母液 中 , 重 原子 沿 着 晶体 内 充满 溶剂 的 小 通道 扩散 到 重 白质 晶体 中 ， 
与 蛋白 质 侧 链 的 功能 基 四 相互 作用 ,因而 可 以 得 到 合适 的 重 原子 入 生物 .虽然 这 种 作用 往往 缺 
乏 特 殊 性 ,但 是 晶体 学 家 已 经 积累 了 许多 经 验 ,另外 ,如 果 研 究 的 对 象 是 一 个 酶 ,可 以 根据 活动 
中 心 的 性 质 , 合 成 酶 席 物 的 重 原子 类 似 物 , 使 其 与 酶 结合 而 制备 重 原子 入 生物 。 

(2) 测量 蛋白 质 母 体 和 入 生物 晶体 的 衍射 强度 。 

G) 强度 数据 的 还 原 和 修正 。 

(4) 重 原子 位 置 的 测定 。 

(5) 相 角 的 测定 。 | 

iE 4 Jib «fel S EC S US FR ES: PI t a DEI yi ii TE rik ,在 今后 仍 将 起 着 重要 的 作 
用 。 我 国 在 1972 年 完成 的 0. 25nm AARO BR PE BL IK Ski AP ,主要 也 是 应 用 多 对 同 晶 置 换 
法 ,当时 获得 了 三 对 ( 汞 胰岛 素 、 铝 胰岛 案 和 亲 铅 贱 岛 素 ) 质 量 很 高 的 同 唱 衍生 物 , 解 决 了 相 角 
问题 ,得 到 了 质量 很 好 的 电子 密度 图 ,使 后 来 的 整个 结构 分 析 工 作 达 到 了 世界 先进 水 平 。 


6.4 分 子 置换 法 


在 第 三 章 讨 论 街 射 花 样 时 ,已 谈 到 分 子 在 前 体 中 的 排列 方式 决定 衡 射 花样 中 本 射 点 的 分 
布 方式 ,而 分 子 结构 本 身 的 特点 决定 衍射 强度 分 布 的 特点 , 即 是 说 在 分 子 排列 以 及 分 子 结构 上 
完全 相同 或 类 似 的 晶体 在 入 射 花 祥 上 亦 必然 出 现 相 同 或 类 似 的 特征 ,这 种 衍射 花样 上 的 共同 
或 类 似 的 特征 同样 会 反映 在 它们 的 帕 特 避 向 量 图 上 ,因此 ,假如 有 两 个 在 分 子 结构 上 相同 或 相 
似 但 具有 不 同 晶 型 的 晶体 ,而 其 中 一 个 晶体 结构 已 测定 ,那么 根据 上 述 道理 从 原则 上 可 以 设法 
上 由己 知 唱 体 结构 来 推 引出 未 知 晶 体 结构 中 相同 或 类 似 分 子 在 不 同 晶 胞 中 的 取向 和 位 置 ,从 而 
得 到 分 子 结 构 的 初始 模型 .解决 这 一 类 结构 问题 的 方法 称 为 分 子 置换 法 。 这 种 方法 首先 计算 已 
知 的 模型 分 子 和 待 测 分 子 的 自身 帕 特 示 函数 ,然后 把 两 痢 放 到 模型 晶 胞 中 通过 旋转 操作 ,确定 
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待 测 分 子 的 取向 。 第 二 步 是 通过 比较 模型 晶体 与 待 测 晶 体 分 子 间 的 交叉 帕 特 逊 向 量 , 得 到 有 关 
平移 向 量 的 信息 ,然后 进行 平移 操作 确定 待 测 分 子 在 卓 哆 中 的 正确 位 置 ,最 后 根据 部 分 或 全 部 
结构 模型 提取 位 相信 息 ;如 果 待 测 分 子 不 但 与 已 知 唱 体 结构 的 分 子 在 三 维 结构 上 类 似 ,而 且 两 
者 是 辣 晶 型 , 则 可 应 用 差 值 健 里 叶 合 成 方式 测定 晶体 结构 。 

6.41 分子 置换 法 在 品 体 结构 测定 中 的 主要 应 用 

(1》 测 定 非 蝇 体 学 对 称 性 :很 多 球 蛋 白 分 子 是 窒 聚 蛋白 , 即 由 一 个 以 上 的 亚 单位 彼此 以 非 
共 价 键 相 联系 聚 合 而 成 的 蛋白 质 分 子 , 亚 单位 具有 自己 的 三 级 结构 ,是 蛋白 质 分 子 结构 的 最 小 
共 价 单位 。 在 分 子 中 各 亚 单 位 一 般 披 一 定 的 对 称 轴 在 空间 排 布 , 当 这 类 蛋白 质 分 子 形成 晶体 
时 ,具有 对 称 轴 的 分 子 可 以 坐落 在 晶体 的 对 称 轴 上 ,这 样 每 一 个 晶体 的 不 对 称 单位 仅 有 -~ 个 亚 
单位 ,但 是 相当 多 的 情况 是 分 子 不 坐落 在 晶体 的 对 称 轴 上 ,因此 每 个 不 对 称 单 位 是 由 1 个 亚 基 
或 2 个 以 上 的 亚 基 寡 肾 体 分 子 构 成 。 另 一 种 情况 是 具有 - -个 亚 单位 的 蛋白 质 分 子 亦 可 彼此 聚 
合 , 形 成 一 个 不 对 称 单位 ,例如 三 方 胰岛 素 品 体 由 二 育 体 分 子 构成 一 个 不 对 称 单位 ,两 个 完全 
相同 的 分 子 由 近似 的 二 重 轴 联系 。 这 种 在 不 对 称 单位 内 联系 各 亚 单 位 或 分 子 之 闻 的 对 称 轴 称 
为 非 晶体 学 对 称 轴 , 或 称 为 局 部 对 称 轴 , 这 种 由 非 晶 体 学 对 称 轴 联 系 起 来 的 亚 单 位 或 分 子 之 
间 , 仅 取向 和 位 置 不 同 , 而 每 个 亚 单位 或 分 子 的 三 级 结构 是 相同 的 ,或 者 是 非常 近似 的 。 

(2) 利用 已 知 分 子 结 梅 测定 多 晶 型 蛋白 质 分子 的 结构 :在 蛋 外 质 晶 体 学 的 研究 中 ,经常 出 
现 多 晶 型 的 现象 ,有 时 当 晶 体 的 生长 条 件 略 有 改变 时 ,例如 pH 的 变化 ;溶剂 或 沉淀 剂 的 改变 ， 
同一 种 蛋白 质 分 子 可 以 形成 不 名 的 卓 型 , 即 结 品 在 不 同 的 空间 群 中 。 这 种 不 同 晶 型 的 结构 之 间 
仅仅 分 子 的 堆积 方式 不 同 ,而 分 子 的 结构 基本 相同 .例如 胰岛 素 分 子 可 结晶 在 R: 空 间 群 中 , 亦 
可 结 品 在 P2,2.2, 空 间 群 中 。 

(3) 利用 已 知 分 子 结 袍 沉 定 同 源 蛋 白 分 子 的 结构 ;在 蛋白 质 中 有 一 类 是 同 源 蛋 白 ,它们 由 
共同 的 较 原始 的 分 子 进化 而 来 ,这 类 蛋白 质 分 子 在 一 级 结构 上 有 共同 的 保守 区 ,特别 在 三 级 结 
构 上 有 绝 大 部 分 是 相同 的 结构 .例如 稍 红 蛋白 和 肌 红 和 蛋白: 广 蛋 白 酶 、. 胰 蛋白 酶 和 弹性 蛋白 酶 
都 是 癌 源 的 .但 是 在 晶体 生长 时 同 源 蛋 白 往 往 结 晶 在 完全 不 同 的 空间 群 中 ,这 种 不 同 的 空间 群 
的 品 体 结构 之 间 仅 仅 分 子 的 堆积 方式 不 同 ,而 分 子 的 三 级 结构 基本 人 似 。 

(4) 研究 酶 和 抑制 剂 的 复合 物 中 酶 与 抑制 剂 之 间 的 相互 作用 :一 个 酶 分 子 在 不 同 条 件 下 
可 以 与 不 同 的 抑制 剂 形成 复合 物 . 在 这 些 不 同 复合 物 中 , 酶 分 子 的 结构 是 相册 的 , 仅 抑制 剂 的 

` 分子 结 构 不 同 ,因此 可 以 通过 已 知 酶 分 子 的 结 梅 , 应 用 分 子 置 搞 法 来 测定 损 制 剂 的 结构 ,并 研 
究 酶 与 抑制 剂 的 相互 作用 。 

6.4.2 ”分子 置换 法 的 基本 原理 

假如 已 知 结构 的 分 子 M( 具 有 一 个 或 一 个 以 上 的 亚 单位 ) 与 待 调 晶 体 中 的 未 知 结构 分 子 
M' 有 基本 相似 的 三 级 结构 ,可 以 把 分 子 M 作为 M' 的 模型 分 子 , 采 用 该 模型 分 子 按 一 定 的 原 
则 构建 模型 唱 胞 . 设 分 子 M 中 各 个 原子 在 模型 晶 胞 中 的 位 置 向 量 为 my 一 1 2 N NAM 
分 子 中 的 原子 数 , 未 知 分子 M' 中 相应 原子 在 待 测 晶体 的 唱 隐 中 的 位 置 向 量 为 六 , 则 ， 

l Y,— RY, +d 
RR 是 一 个 旋转 手 阵 ,d ITERE M R 矩阵 的 旋转 操作 ,可 以 使 模型 分 子 M 在 晶 胞 中 
的 取向 与 M' 分 子 一 致 ,然后 通过 平移 向 量 d 把 分 子 M 移 到 晶 隐 中 的 正确 位 置 ,从 而 得 到 未 知 
晶体 的 初步 模型 .在 对 取向 角 和 平移 向 量 作 进一步 地 修正 之 后 ,就 可 采取 加 权 的 仁 里 叶 合 成 法 
和 差 值 健 里 叶 合成 法 计算 出 待 测 分 子 的 电子 密度 图 ,然后 对 电子 密度 图 进行 解释 。 应 用 问 唱 秆 
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换 法 解决 相 角 问题 ,就 不 需要 制备 重 原子 入 生物 ,这样 可 节省 人 力 和 时 间 。 

应 用 分 子 置换 法 时 ,需要 具有 与 未 知 分 子 结构 相似 的 已 知 结构 ,以 及 正确 求 出 丸和 4 现 
在 较为 广泛 应 用 的 是 通过 比较 模型 晶体 和 未 知 结构 的 晶体 的 帕 特 逊 函数 来 求解 尺 和 d 

6.4.2.1. 旋转 函数 

假如 把 已 知 结构 的 模型 分 子 按 任意 取向 和 位 置 安放 在 模型 曲 胞 中 [图 6. 11(a)].。 假 定 待 测 
晶体 的 晤 胞 如 图 6. 12 GO Bir .为 了 方便 起 见 ,假设 两 种 晶体 均 属 P 空 间 群 ,并 分 别 计算 两 个 


(a) 


图 6. 11 模型 分 子 和 模型 分 子 的 自身 向 量 
(a) 模型 史上 胞 中 的 分 子 ;(b) 模 型 分 子 的 自身 同 景 图 


蝇 体 的 帕 特 进 函数 ,图 6. 11(b) 和 图 6. 12Cb) 分 别 给 出 了 模型 晶体 和 待 测 蝇 体 的 自身 向 量力 ， 
即 分 子 内 部 各 原子 之 间 的 向 量 图 。 自 身 向 量 的 取向 直接 与 分 子 在 晶 胞 中 的 取向 有 关 。 仔 细 观 守 


b 


(a) (b) 


图 6. 12 待 测 分 子 和 待 测 分 子 的 自身 向 量 
(a) 待 测 品 胞 中 的 分 子 :Cb) 竺 测 分 子 的 自身 向 量 图 


和 比较 两 个 品 体 的 自身 向 量 图 就 会 发 现 ,这 两 套图 中 的 相应 向 量 峰 ,例如 (0,1) 与 (0 和 ,1') 间 相 
差 的 角度 ,恰好 等 于 模型 分 子 与 待 测 分 子 取向 相差 的 角度 .如 果 将 模型 分 子 沿 顺 时 针 方向 旋转 
25* 左 右 , 它 的 取向 便 和 待 测 分 子 在 昆 胞 中 的 取向 相同 ,此 时 ,模型 分 子 和 待 测 分 子 的 向 量 峰 的 
取向 也 相同 .通过 上 面 的 讨论 可 以 看 出 ,通过 模型 分 子 和 和 待 油分 子 的 自身 向 量 图 的 比较 ,可 以 
求 出 两 个 分 子 取向 间 的 相对 角 访 差 , 通 过 某 种 旋转 操作 ,可 以 使 模型 分 子 在 模型 晶 胞 中 的 取向 
与 待 测 分 子 在 唱 胞 中 的 取 疝 一 致 。 

罗斯 曼 (G. M. Rossmann) 和 布 洛 (M. D. Blow) 等 人 根据 上 述 基本 原理 提出 了 一 种 旋转 函 
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数 丸 ,来 确定 两 分 子 取 疝 间 的 角度 差 。 
R(0,,80,,80,) 一 | P,(a! ) P (z)d=r 


RP P, ODA P aD IRERE S K A GEI di EAI RCUERHER ERU. 为 积分 体积 ;中 ,2,2 是 
在 三 维 空间 中 旋转 操作 的 三 个 欧 拉 角 。 假 如 POR P:(z) 分 别 为 一 套 模型 分 子 和 待 测 分 子 
的 自身 帕 特 避 向量 群 , 则 称 只 为 交叉 旋转 函数 。 当 不 断 改 变 旋 转角 (8 ,2 ,2) 致 使 两 个 分 子 的 
取向 逐步 达到 一 致 时 ,R 函数 应 当 出 现 极 大 信 .。 这 时 的 欧 拉 角 , 就 是 待 测 分 子 相 对 于 已 知 分 子 
取 启 的 角度 差 ,根据 已 求 得 的 角度 差 (人 ,8,6,) 对 已 知 分 子 进行 旋转 操作 ,使 它 的 取向 与 待 济 
分 子 的 取向 完全 一 致 ,这 时 已 知 分 子 的 取向 就 是 待 测 分 子 在 晶 胞 中 的 绝对 取向 。 如 果 Pi(z) 和 
P:(z ) 均 为 待 测 分 子 的 自身 帕 特 逊 向 量 群 , 则 称 R 函数 为 自身 旋转 函数 , 当 不 断 改变 旋转 角 
(2602,2:) 致 使 两 个 待 测 分 子 中 的 等 同 部 分 ,例如 亚 基 取向 完全 一 致 时 ,R 函数 亦 应 出 现 极 大 
值 , 由 相应 的 旋转 角 就 可 推测 出 待 测 分 子 的 非 晶体 学 对 称 性 。 

6.4.2.2. 平移 函数 

在 确定 了 模型 分 子 即 待 测 分 子 的 绝对 取向 之 后 ,下 一 步 工作 就 是 要 设法 确定 平移 向 量 d， 
然后 通过 平移 把 已 经 有 了 正确 取向 的 模型 分 子 放 在 晶 胞 中 的 正确 位 置 , 即 与 待 测 分 子 完全 - - 
致 的 位 置 。 

为 便于 讨论 如 何 确定 平移 向 量 q, 假设 在 模型 晶体 中 存在 一 个 包含 平移 动作 的 对 称 元 素 
2; 轴 ,由 该 2 轴 联 系 起 来 的 两 个 模型 分 子 的 质心 之 间 的 向 量 : 为 已 知 [图 6.13(a)]。 而 亦 假定 在 
待 测 晶 体 中 由 2 轴 联 系 起 来 的 ,两 个 待 测 分 子 的 质心 之 间 的 向 量 为 二 ,而 之 是 未 知 的 ,因此 是 待 
测 的 参数 [图 6. 14(a)]。 图 中 X 表 示 分 子 的 质心 ,g 向 量 和 2, 轴 平行 .模型 晶体 和 待 测 晶 体 的 帕 
特 逊 向 量 图 分 别 在 图 6. 13Cb) 和 图 6. 14(b) 给 出 .图 中 人 表示 分 子 1 内 各 康子 间 的 自身 向 量 峰 ， 
人 表示 分 子 2 的 自 庙 向 量 峰 , 旬 表 示 分 子 1 和 分 子 2 的 原子 间 的 交叉 向 量 峰 。 由 图 可 以 看 出 ,两 个 
唱 体 的 交叉 向 量 峰 的 取向 是 一 致 的 ,但 位 置 与 向 量 : 和 ft' 有 关 , 改 变 模型 晶体 中 连结 分 子 1 和 
分 子 2 之 间 的 向 量 t 至 使 它 刚 好 等 于 待 测 晶体 中 的 向 量 # 时 ,两 张 帕 特 撑 向 量 图 应 当 一 致 。 

根据 上 述 原 理 , 克 罗 萨 尔 (A.R.Crowth) 等 人 提出 了 平移 函数 TO 


TO) = [Pay Pa du 


AP Pkz) 为 待 测 晶体 的 柏 特 进 函数, 它 是 由 待 测 晶体 的 衍射 强度 数据 引出 的 结构 振幅 实验 值 
计算 得 到 的 ,Pw(z ,六 为 模型 晶体 由 指定 的 对 称 元 素 联系 起 来 的 、 两 个 模型 分 子 之 间 的 交 义 帕 
特 进 荔 数 。 它 是 由 已 知 模型 晶体 的 结构 参数 从 理论 上 计算 的 结构 振幅 值 计 算得 到 的 交叉 帕 特 
撑 函 数 。 当 连结 两 个 模型 分 子 质 心 之 间 的 向 量 : 刚好 等 于 待 测 晶 体 中 的 两 个 分 子 之 间 的 向 量 
# 时 , 研 (#) 函 数 将 有 一 个 极 大 值 .用 这 种 方法 最 终 可 求 出 平移 向 量 4, 然 后 将 模型 分 子 移 至 正确 
的 位 置 , 即 与 待 测 分 子 在 晶 胞 中 的 取向 和 位 置 基本 相同 .对 取向 角 和 平移 量 作 进一步 的 修正 之 
后 ,就 可 用 已 知 结构 的 模型 分 子 来 计算 各 衍射 点 位 相 ,并 与 待 测 分 子 的 入 射 强 度 实验 值 相 结 
合 ,采用 傅 里 叶 合 成 法 计算 电子 密度 图 .0 和 
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图 6. 13 RARA rh 2 ADDE RE P6 AL RE 图 6.14 待 测 晶 体 中 由 2, 轴 联系 起 来 的 
型 分 了 及 其 向 量 图 Wr aT EHE 


附录 ”65 个 非 对 映 空间 群 的 衍射 群 和 系统 消光 判 据 


说 明 ， 
(1) 表 中 衍射 符号 应 包括 劳 埃 群 和 消光 符号 , 现 均 略 去 劳 埃 点 群 部 分 ,例如 单 斜 前 系 中 空 
ER P2, 的 衍射 符 导 应 为 2/m * P2. 
(D 在 衍射 指标 中 i 二 一 (4 十 8); 对 民 点 群 RORL 的 消光 判 据 也 适用 于 AAO COR R1 类 型 。 
41 EHAR FRAR C—1 


系统 消光 判 据 
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B2 FAAR PRAH Cu 一 2/m 


系统 消 交 判 据 空间 群 


P222 


P222; 


| P222 
P212121 2n+1 P2,212) 


1222 
1212,21 


十 十 t= | hd-k--i— 


2n+1 2n+1 


"WENEPES Penis 由 十 是 十 二 | 上 十 十 1 二 
2n+1 2n+) 2n+1 2n+1 


表 5 UFAR FRAP Da—4/mmm 


系统 消光 判 所 | 空间 嫩 
序号 | mens 
— 
1 Pe 
aJ. 

2 P4; P422 
m | Pa22 

3 PA, 


P4322 


系统 消光 判 据 


3 R —h+k+1 不 为 3 的 倍数 R3 


表 7 SPAR PRAN Dua—3m 
系统 消光 判 据 


hh Zh? 32 
P312 
P321 
不 为 3 的 偿 数 P312 P3,2 
不 为 3 的 倍数 P321 P3221 


` 不 为 3 的 倍数 R32 
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ds ”六 方 品系 ” 劳 埃 点 群 Co—6/m 


hh 2hl 


不 为 3 的 倍数 


不 为 6 的 倍数 


表 9 KHAR BRAR D.i-—6/mmm 


系统 消光 判 据 空间 群 
序号 衍射 符号 z — 
hkil hühi hh Thl i 0001 622 
pamamasa No e | — < 
1 P P622 
BA DENS Pd 
2 Pô," m 2 十 1 P6422 
— | 
= I E P622 
3 P6; 不 为 3 的 倍数 P6.22 
NL P622 
4 P6. 不 为 6 的 倍数 P6,22 
3810 ”立方 品系 FRAR T,—m3 
系统 消光 判 据 空 握 群 
序号 fmm H —- 
hki 0 | hài 007 23 
1 P P23 
2 Pane | 2n 十 1 | Pag 
3 Pe. hk SS CE BOE inl Hà : 
L i FE 
4 Pe. hki 不 为 全 奇 或 全 偶 者 消光 2n+1 F23 


表 11 立方 品系 FRAR O,—m3m 


系统 消光 判 据 


妈 十 二 十 t 二 奇数 者 消光 


[7] h--k--L— BEC IIO 不 为 4 的 倍数 
m hs LEO £ 5 2084283 不 为 4 的 倍数 


第 二 篇 ”生物 大 分 子 的 立体 结构 


HA X 射线 衍射 分 析 方 法 建立 以 来 ,生物 来 源 物质 的 三 维 空间 结构 就 一 直 是 人 们 注意 的 
焦点 ,在 最 早 的 20 年 里 ,拍摄 到 的 天 然 纤 维 -一 看 丝 和 纤维 素 的 X 射线 衍射 照片 证 明了 它们 
的 结构 具有 高 度 的 有 序 性 .但 由 于 这 些 物质 的 结构 十 分 复杂 ,而 且 当 时 缺少 综合 的 化 学 数据 ， 

-所 以 在 很 长 时 期 内 不 能 详细 地 被 解释 .然而 正 是 这 些 研 究 对 象 特殊 的 复杂 性 刺激 了 X 射线 衍 
射 实验 方法 和 晶体 学 结构 分 析 理 论 以 及 计算 技术 的 改进 和 发 展 。 由 射线 衍射 分 析 所 得 到 的 
成 果 和 所 提供 的 有 价值 的 资料 已 经 使 生物 学 的 发 展 发 生 了 根本 的 变化 。 现 在 ,已 经 获得 了 大 量 
不 同 的 生物 大 分 子 包 括 蛋 白质 、 核 酸 、. 病 毒 .多 糖 等 等 的 原子 坐标 数据 ,并 逐渐 认识 了 它们 的 三 
维 结构 的 特点 和 规律 。 一 个 新 的 学 科 一 一 结构 生物 学 已 经 形成 .可 以 说 X 射线 衍射 技术 是 结 
构 生 物 学 研究 的 最 有 效 的 工具 之 一 , 它 仍 然 是 目前 能 在 原子 水 平 上 提供 生物 大 分 子 三 维 结构 
资料 的 最 有 效 的 技术 。 

到 现在 为 止 ,几乎 所 有 重要 的 生物 分 子 都 已 用 XX 射线 衍射 方法 在 直到 原子 分 辩 率 水 平 上 
进行 了 研究 : 

氨基 酸 AER . 单 糖 的 分 子 能 以 有 序 的 晶体 型 式 存在 ,并 以 氢 键 为 特征 , 晶 胞 的 大 小 一 般 
为 0. 5 一 2nm。 这 些 简单 的 分 子 中 的 藉 子 数目 可 达 10?, 它们 的 极 大 的 重要 性 在 于 它们 是 见 乎 所 
有 生物 结构 的 建造 单元 ,目前 ;已 经 测定 了 所 有 这 些 分 子 以 及 大 基 的 衍生 物 的 最 体 结构 。 

肽 类固醇, 激素、 维生素 以 及 脂 类 等 的 一 个 分 子 中 所 含 的 原子 数 可 达 10 一 10, 从 生物 学 
的 观点 看 奶 是 很 小 的 分 子 .但 对 于 X 射线 晶体 学 来 说 ,已经 是 非常 复杂 的 了 。 这 些 分 子 在 剑 内 
的 生物 学 过 程 的 控制 方面 道 常 起 着 重要 的 作用 ,它们 能 以 量 体 或 液晶 等 有 序 性 型 式 存在 ,已 经 
得 到 了 一 些 关于 这 些 分 子 和 它们 的 晶体 结构 的 资料 ,它们 的 晶 胞 大 小 一 般 为 1 一 3nm。 

纤维 凑 蛋 白质 、 球 状 蛋白 质 、 核 琶 和 多 糖 等 生物 大 分 子 的 一 个 分 子 中 或 一 个 亚 基 中 含有 的 
原子 数目 可 达 10 一 10。 这 些 生 物 大 分 子 是 现代 别 体 学 研究 最 活跃 的 领域 ,它们 能 以 纤维 结 
构 、 层 状 结构 或 晶体 型 式 存在 , 唱 胞 的 大 小 或 链 的 周期 一 般 可 从 几 个 纳米 直到 20 纳 米 。 

生物 膜 , 核 蛋白 、 染 色 体 、 核 糖 体 及 病毒 等 是 更 为 复杂 的 生物 学 对 象 .它们 是 由 大 量 生物 分 
子 如 蛋白 质 ,核酸 , 脂 类 或 糖 类 等 结合 或 组 装 而 成 的 ,在 一 个 分 子 或 一 个 亚 基 中 的 原 于 的 数目 
可 达 10 一 10 .它们 能 以 纤维 状 结构 、 层 状 结 构 或 晶体 等 有 序 性 的 型 式 存在 ,上 草 胞 的 大 小 或 链 
的 周期 可 从 几 个 纳米 直到 几 十 甚至 几 百 纳米 ,它们 是 最 近 十 多 年 来 晶体 学 研究 的 最 新 和 最 有 
吸引 力 的 领域 。 l 
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第 七 章 蛋白质 的 立体 结构 


蛋白 质 是 生物 体 中 最 重要 的 生物 大 分 子 之 一 , 它 对 所 有 生物 学 过 可 起 着 决定 性 的 作用 。 

和 蛋白质 分 子 是 由 各 种 氨基 酸 以 肽 键 相连 接 丽 成 的 大 分 子 , 它 们 的 分 子 结构 可 以 被 描述 为 
一 级 ,二 组 .三 级 和 四 级 结构 .一 级 结构 是 指 肽 链 中 的 氨基 酸 顺 序 , 即 化 学 分 子 式 。 肽 键 是 一 种 
共 价 键 ,因此 蛋白 质 的 一 级 结构 是 一 种 共 价 结构 ,此 外 ,蛋白 质 的 重要 特点 是 它们 具有 十 分 确 
定 的 立体 结构 (或 高 级 结构 ) ,包括 二 级 结构 一 一 多 肽 链 排列 成 一 个 由 氢 链 系统 所 稳定 的 确定 
的 各 种 构象 ;三 级 结构 一 一 具有 -级 结构 的 多 肽 链 在 空间 盘 绕 折 春 成 固定 的 复杂 的 构象 ;以 及 
四 级 结构 一 一 蛋白 质 的 若干 个 具有 三 级 结构 的 亚 基 缔 合并 组 装 成 一 定 的 空间 关系 。 蛋 白质 的 
高 级 结构 与 功能 的 关系 已 成 为 蛋白 质 研究 的 中 心 问 题 之 一 。 


7.1 氢 基 酸 和 多 肽 链 的 立体 结构 和 构象 角 的 定义 cm 


蛋白 质 是 由 20 种 具有 不 同 侧 链 基 团 R 的 工 构 型 的 -氨基酸 所 组 成 的 ,它们 的 立体 结构 示 
于 图 7. 1 和 图 7. 2。 除 甘氨酸 以 外 ,其 他 19 种 氨基 酸 都 有 一 个 不 对 称 的 C. 原子 ,此 外 , 异 亮 氨 散 
和 苏 氨 酸 的 侧 链 中 还 各 有 另 一 个 不 对 称 C 原子 。 在 蛋白 质 中 ,这 20 种 氨基 酸 所 具有 的 共同 的 L 
构 型 限制 了 肽 链 的 构象 和 拆伙 的 可 能 形式 ,而 20 种 不 同 的 侧 链 及 其 在 蛋白 质 序 列 中 的 位 置 对 
每 个 蛋白 质 独特 的 三 维 空间 结构 又 具有 各 自 特殊 的 决定 作用 。 


H,N— C,— COOH UIELN—€C,— COO: 


R R 


(a) (b) 


图 7. 1 a-L- 氨 基 酸 的 立体 结构 
GO KEPT SC «OO EAE RN T DER LR 为 握 基 酸 的 不 同 侧 链 


氨基 酸 以 相 邻 氮 基 酸 的 氨基 积 羧基 脱水 生成 的 肽 键 ( 一 CO 一 NH 一 ) 相 连 而 形成 多 耿 链 。 
图 7. 3 标 出 了 肽 键 的 标准 键 长 和 键 角 ,图 7.4 表 示 一 个 完全 伸展 的 多 肽 链 的 立体 结构 . 肽 键 是 刚 


“性 的 平面 , 称 为 酰胺 平面 ,其 中 N 原子 与 羧基 C 原子 之 间 的 键 具 有 部 分 双 键 性 质 , 不 能 旋转 ; 
86 . I 


而 刚性 肽 键 两 侧 的 C.—C 和 Ce 一 N 单 键 则 可 以 自由 旋转 。 由 于 一 条 多 肽 链 上 的 所 有 单 键 都 可 
旋转 ,因而 肽 链 可 能 形成 无 数 种 不 同 的 构象 .因为 蛋白 质 是 由 具有 手 性 的 L. -氨基酸 缩合 而 成 
的 ,所 以 多 肽 链 的 最 稳定 构象 不 是 完全 伸展 的 构象 ,而 是 在 三 维 空间 中 折 可 着 的 某 种 构象 。 


， 和 位 于 外 部 的 : 
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oo 


o 
AS 
一 CH 一 CZ e —CH;—CH,— $— CH: 
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图 7. 2 ”20 种 氨基 酸 的 侧 链 结构 
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&7.3 了 肽 键 的 标准 键 长 (以 nm 为 单位 ?和 键 角 图 7?,4 一 个 完全 伸 括 的 多 肽 链 姑 构 示意 图 
其 中 链 长 以 ntn 为 单位 


为 了 精确 地 描述 蛋白 质 的 三 维 构 象 , 用 扭 角 ( 或 双 面 角 ) 来 定义 各 个 构象 角 . 如 图 7. 5 所 示 ， 
所 谓 扭 角 , 涉 及 4 个 原子 A,B,C 和 D, 定 义 为 平面 ABC 与 平面 BCD 之 间 的 夹 角 ,以 8 Am oil 
着 中 央 两 个 原子 连 线 的 方向 BC( 或 刷 , 两 种 方向 均 可 ) 观 看 时 ,以 近 端 的 一 个 键 A 一 B( 或 C 
DD) 作 为 标准 参考 ,定义 为 0°, 若 远 端的 键 C- D( 或 A 一 B) 相 对 于 0 为 顺 时 针 方 向 旋转 时 ,定义 
68 为 正 值 ; 若 为 反 时 针 方 向 , 则 定义 8 为 负 值 ;如 果 远 端 键 与 近 端 键 投影 重合 形成 顺 式 构象 , 定 
义 为 6 一 0"; 若 为 反 式 构象 , 则 8 二 180°, 并 规定 一 180°<<8<180°。 
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图 7.5 扭 角 的 定义 


对 于 多 肽 链 主 链 的 各 个 扭 角 定义 为 ; 沿 着 主 链 的 氨基 酸 序列 的 方向 ,将 围绕 着 NC, BE. 
C—C 键 以 及 C 一 N 键 的 旋转 各 自 所 涉及 到 的 4 个 原子 的 扭 角 , 分 别 以 希腊 字母 #,y 和 w 表 
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示 : 困 同样 的 规则 ,将 侧 链 的 扭 角 从 车 近 主 链 的 一 端 开 始 依次 分 别 用 xi,zyzi… 等 等 表示 ,如 
图 7.6 所 示 。 其 中 ,由 于 肽 键 是 一 个 刚性 平面 而 且 通 常 是 反 式 构象 ,因此 几乎 所 有 多 肽 链 的 w 
都 接近 于 士 180", 不 过 有 时 甘氨酸 或 且 氨 酸 可 形成 顺 式 肽 键 , 即 w 接近 于 0"。 所 以 ,另外 两 个 握 
角 $ 和 和风 的 旋转 实际 上 是 所 有 和 蛋白质 构象 变化 的 来 源 ,是 蛋白 质 立 体 结构 的 重要 参数 ,但 是 ， 


Le 


TU "m b) 


图 7. 6 多 肽 链 中 主 链 和 侧 链 的 构象 角 定 义 (a) 以 及 肽 键 的 顺 式 与 反 式 构象 (b) 


这 种 旋转 是 受 原子 间 的 相互 作用 所 限制 的 , 即 每 对 原子 之 间 的 接触 距离 不 能 小 于 两 者 的 范 德 
华 半 径 之 和 , 表 7. 1 列 出 了 和 组 白质 分 子 中 常见 原子 的 共 价 半径 和 范 德 华 半 径 ,所 有 原子 可 以 看 


图 7.7 #-y 推导 图 (a) 和 8 个 蛋白 质 中 约 1000 个 非 甘 氮 酸 残 基 的 实验 值 (b) 


成 是 具有 各 自 的 范 德 华 半 径 的 坚硬 的 球 .图 7. 7 是 根据 半 经 验 的 原子 间 可 能 允许 的 不 致 于 使 球 
ARUSCTAER EC RITE RT] Hy 关系 推导 图 。 由 于 这 种 图 示 法 最 时 是 由 G. N. Ramachandran 5$ A 7*2 
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握 出 的 ,因此 又 叫做 Ramachandran 构象 图 ,图 中 标明 了 各 对 原子 所 对 应 的 禁区 (空白 区 域 )， 
在 禁区 之 外 的 区 域 中 ( 斜 杠 区 域 a.8 和 1),# 和 y 值 的 各 种 组 合 分 别 对 应 于 上 肽 链 或 肽 链 片 段 的 
各 种 稳定 的 构象 (a 螺旋 .折合 和 左手 a 螺旋 ) .不 过 ,甘氨酸 是 个 例外 , 它 人 允许 和 和 乡 均 为 0"。 
37. 2 列 出 了 有 蛋白质 中 一 些 规则 构象 的 近似 的 扭 角 值 。 


表 7. 1 共 价 半径 和 范 德 华 半 径 (nmy) 


# fr 半 8 


37.2 蛋白 质 中 一 些 规则 结构 的 扭 角 近 似 值 


规则 结构 $0) $0) aC) 

完全 伸展 的 肽 链 十 180 十 180 十 180 

I EFRR 一 57 —47 十 180 
Zoe 十 57 十 47 +180 
FEAT B BOB py Pš —119 | 十 113 +180 
BFI BIB y E: —139 j +135 —178 


(72 各 种 氨基 酸 对 蛋白 质 三 维 结构 的 影响 


许多 蛋白 质 晶体 结构 的 分 析 证 实 了 早年 的 预言 , 即 朴 水 残 基 存在 于 蛋白 质 分 子 的 内 部 ,而 
亲 水 残 基 多 分 布 在 与 水 接触 的 表面 上 .因此 ,在 对 可 溶性 球状 蛋白 质 的 三 维 结构 进行 讨论 时 ， 
根据 极 性 大 小 和 在 蛋白 质 分 子 中 的 位 置 将 20 种 氨基 酸 进行 分 类 较为 合适 .如 图 7. 2 中 所 示 , 第 
一 类 为 位 于 外 部 的 残 基 , 是 指 通常 带电 荷 的 或 极 性 的 一 些 残 基 ,包括 带 负电 荷 的 D 和 下 (在 
pH7)、 带 正 电 荷 的 K 和 R( 在 pH7)、 中 性 的 或 带 正 电 荷 的 H( 决 定 于 pH 值 ) 以 及 中 性 的 但 具 
有 被 性 的 N 和 Q。 所 有 这 些 残 基 的 侧 链 都 是 亲 水 的 ,通常 在 蛋白 质 分 子 的 崩 面 ,与 溶剂 接触 。 
除了 在 某 些 特殊 的 部 位 如 酶 的 活性 中 心 等 以 外 ,它们 很 少 坦 藏 在 内 部 ;第 二 类 为 位 于 内 部 的 残 
其, 它们 的 侧 链 为 不 带电 荷 的 烃 , 即 F,L,I1,V 和 M( 它 像 一 个 烃 ), 所 有 这 些 侧 链 通 常 都 埋藏 在 
蛋白 质 分 子 内 部 ,而 且 这 些 不 同形 状 和 大 小 的 侧 链 十 分 好 地 灸 内 堆 积 在 一 起 形成 划 水 核 ;第 三 
类 为 既 可 位 于 内 部 ,又 可 位 于 外 的 残 基 ,包括 较 小 的 G 和 人 .具有 羟基 的 S.T RO Y ROSE ARE 
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中 起 什么 作用 .特别 是 G.P 和 和 C 具有 最 特殊 的 儿 何 学 特点 ,因而 应 首先 加 以 讨论 。 

甘氨酸 是 侧 链 仅 有 - -个 氨 原 子 的 最 小 的 残 基 , 也 是 唯一 具有 对 称 的 C, 的 残 基 。 由 于 它 没 
EO AMARE EHH g Ag 值 . 它 作为 最 小 的 残 基 , 具 有 三 种 特殊 的 作用 :在 主 链 的 两 个 及 
段 相 互 十 分 车 近 的 位 置 处 常常 是 一 个 台 ; 它 可 出 现在 其 他 残 基 的 C, 靠近 时 所 禁止 的 一 切 构 象 
中 ; 它 比 其 他 残 基 柔 性 大 ,所 以 它 常 出 现 于 那些 需要 运动 或 转折 的 肽 链 片 段 之 中 。 

且 氨 酸 比 其 他 任何 残 基 都 具有 蝎 强 的 立体 化 学 效应 。 它 的 环形 侧 链 包含 了 主 链 的 ~ 部 分 ， 
封闭 的 环 使 少 角 固定 为 一 60 左 布 ,因而 常常 形成 一 个 转角 ,改变 了 主 链 的 方向 而且, 由 于 它 
仅仅 具有 一 个 可 变 的 主 链 构象 角 % 并 缺少 形成 氢 键 所 需 的 主 链 一 NH 一 ,以 及 它 的 环 具有 空 
间 障 碍 等 ,所 以 它 对 规则 的 二 级 结构 如 “ 螺 施 和 8B 折 要 等 都 具有 破坏 性 ,不 过 它 可 出 现在 这 些 
二 级 结构 的 末端 以 及 弯曲 的 螺旋 的 中 央 弯 曲 部 位 , 胶 氨 酸 的 另 一 个 特殊 的 性 质 是 它 可 以 虎 
式 肽 键 的 形式 存在 (对 于 其 但 氨基 酸 来 说 ,虽然 顺 式 肽 键 也 是 可 能 的 ,但 极为 罕见 ) ,因而 总 是 
形成 一 个 转角 .由 于 睛 氨 酸 常 出 现在 转角 中 以 及 很 少 出 现在 规则 的 二 级 结构 中 ,所 以 它 儿 乎 总 
是 暴露 于 蛋白 质 分 子 的 表面 .因此 ,虽然 它 的 侧 链 是 疏水 性 的 ,但 是 它 的 典型 的 位 置 是 一 个 亲 
水 侧 链 的 位 置 。 l 

半 胱 氨 酸 由 于 能 结合 Fe Fe-S MEM- 86 3E TEC R OEI EER LG ERE IP 
特殊 和 重要 。 半 腾 氨 酸 以 三 种 不 同 的 类 型 出 现 , 即 自由 的 一 SH 基 团 , 配 位 的 - -SH 基 团 以 及 二 
琉 键 自由 的 一 SH 型 式 的 半 胱 氨 酸 虽然 结构 上 像 丝 氨 酸 ,但 是 两 者 的 性 质 是 十 分 不 同 的 , 半 
胱 氨 酸 比 丝氨酸 形成 气 键 的 能 力 差 得 多 ,而 且 丝 氨 酸 是 亲 水 的 ,因而 是 典型 的 暴露 在 分 子 外 部 
的 ,而 半 胱 氮 酸 (甚至 于 作为 自由 的 --SH 型 式 时 ) 则 是 埋藏 在 内 部 的 ,作为 配 位 体型 式 的 半 腕 
氨 酸 , 它 的 --SH 基 团 能 与 各 种 不 同 的 金属 和 非 蛋白 质 基 团 结合 ,包括 Fe,Zn.Cu,Fe-S 簇 以 及 
血红 素 等 .典型 的 情况 是 ,在 三 维 空间 中 半 胱 氨 酸 成 簇 地 聚集 在 一 起 ,共同 与 一 个 金属 或 基 团 
形成 配 位 结合 ,而且 一 些 或 所 有 的 这 样 的 得 常常 在 一 级 序列 中 也 是 十 分 接近 的 。 二 硫 键 的 形成 
对 于 稳定 天 然 蛋白 质 的 最 后 的 三维 结构 具有 最 特殊 的 和 最 强 的 功能 , 即 在 .- 个 蛋白 质 分 子 折 
看 已 达到 了 它 的 最 低能 量 时 ，- 硫 键 能 增加 它 的 稳定 性 。 

HAR AAR AAR RAAR CAR ERAR PAR AARUREARBAS 
WLK PE BJ AE UE HR R e SAI BE 3€ 4A N EREJE ARH E PETE IR DIS PCR AREE o ZE ERAR F 
变 万 化 的 各 个 不 同 的 蛋白 质 分 子 内 部 形成 了 侧 链 镶 撕 得 十 分 好 的 疏水 核心 .其 中 ,两 氨 酸 由 于 
侧 链 很 短 , 又 无 化 学 活性 ,因而 在 分 子 内 部 或 表面 都 十 分 合适 。 酷 氨 酸 和 色 氨 酸 具 有 芳香 环 侧 
链 ,但 它们 各 自 可 形成 一 个 氢 键 ,因而 它们 可 位 于 分 子 内 部 或 外 部 ,它们 和 具有 完全 朴 水 性 全 
链 的 葵 再 氨 酸 是 蛋白 质 内 部 玻 水 核心 中 的 主要 成 分 。 它 们 的 芳香 环 侧 链 , 朝 着 骨架 肽 , 朝 着 甩 
氨 酸 或 联 氨 酸 的 脂肪 族 侧 链 或 令 , 或 者 豆 相 对 着 而 礁 积 起 来 .各 白 质 中 侧 链 的 环 与 环 的 堆积 
较为 不 规则 的 ,实际 上 芳香 环 经 党 以 相互 垂直 的 人 字形 方式 堆积 着 ,而 不 是 像 在 核酸 中 碱 基 对 
系统 那样 的 平行 的 堆积 。 由 于 芳香 环 是 大 的 和 刚性 的 结构 ,具有 相当 少 的 构象 自由 度 ,因而 它 
们 的 存在 和 局 部 的 构象 对 周围 的 结构 具有 很 大 的 影响 .蛋氨酸 中 的 硫 虽 然 也 可 能 形成 毛 键 ,但 
蛋氨酸 的 主要 功能 是 提供 -个 十 分 洒 韦 的 态 水 侧 链 ,因而 它 明 然 也 可 存在 于 分 子 宕 面 .但 大 多 
数 是 埋藏 在 内 部 的 .组 氨 酸 的 最 主要 的 功能 是 作为 活性 位 置 的 一 个 残 基 。 它 的 侧 链 咪 只 环 具 有 
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一 个 电荷 基 团 , 它 是 唯一 的 pK 值 接近 中 性 的 特 丈 氨基酸 .因此 在 其 周转 环境 中 发 生 的 微小 变 
化 即 可 使 它 获 得 或 者 失去 电荷 。 组 毛 酸 的 正 电荷 常 与 一 个 埋藏 着 的 活性 其 团 的 负电 荷 相 结 合 ， 
而 且 它 还 能 与 蛋白 质 中 的 其 他 一 些 基 团 形成 氢 键 ， 

天 冬 酰胺 和 谷 酰 胺 的 侧 链 森 端 是 与 肽 键 基 团 相 象 的 酰胺 基 团 , 因 而 共有 许多 特殊 的 性 质 。 
天 冬 酰 胺 的 酰胺 基 团 可 以 以 氢 键 与 主 链 相 结合 。 天 冬 酰胺 还 是 除了 甘氨酸 以 外 仪 有 的 被 发 现 
可 存在 于 左手 螺旋 中 的 氨基 酸 .有 趣 的 是 , 谷 酰胺 虽然 与 天 冬 酰 胺 那么 相 象 ,但 由 于 它 的 侧 
链 多 了 一 个 次 甲 基 , 它 不 具有 上 述 天 冬 酰胺 的 性 质 , 它 只 能 形 世 一 般 的 氢 键 ,也 不 出 现在 左下 
a 螺旋 中 。 

天 冬 氨 酸 、 谷 氨 酸 . 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 的 侧 链 在 一 ' 般 情况 下 部 带 有 电荷 ,因而 有 两 个 最 主要 
的 性质 : 一 是 位 于 分 子 的 外 侧 , 尤 其 是 束 氨 酸 和 精 氨 酸 ,它们 存在 于 伺 白 质 分 子 表面 , 仅 有 很 少 
例外 ;一 是 能 与 相反 电荷 的 基 团 形 成 盐 键 。 盐 键 是 普遍 存在 的 ,最 常见 的 是 在 一 级 结构 序列 上 
远 距 离 的 残 基 之 间 的 盐 键 多肽 链 的 C 末端 常 像 天 冬 氨 酸 或 谷 氨 酸 一 样 作为 负电 荷 击 起 作 
HN 末端 则 像 赖 氮 酸 :~ 祥 作 为 正 电 茶 而 起 作用 ,在 蛋白 质 分 子 表面 上 , 相 令 的 电荷 可 直接 相 
互 作用 ,也 可 不 直接 地 或 通过 有 序 的 水 分 子 而 相互 作用 。 在 蛋白 质 分 子 内 部 ,很 少 有 电荷 ,即使 
省 也 是 成 对 的 相反 电荷 之 间 形 成 的 很 好 的 盐 键 。 天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 在 与 电荷 有 关 的 功能 中 是 
十 分 相似 的 ,不 像 天 冬 酰胺 和 谷 酰胺 那样 性 质 大 不 相同 .天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 ,特别 是 谷 氨 酸 能 
与 钙 结 合 . 这 些 位 置 常常 在 分 子 表 面 ,而 且 在 序列 中 紧密 地 形 或 复 。 这 种 在 分 子 表 诺 的 不 对 称 
的 电荷 分 布 形成 了 与 汲 一 个 大 分 后 相 虐 作用 的 位 置 . 赖 氮 酸 和 精 氨 酸 除 了 可 与 天 冬 氨 酸 或 谷 
氨 酸 形成 盐 键 外 ,还 可 与 带 久 电荷 的 大 分 子 如 核酸 的 磷酸 基 团 形成 特异 性 的 或 非特 异性 的 盐 
键 ,这 两 个 氨基 酸 都 十 分 经 常 地 涉及 到 活性 位 置 ,其 中 百 氨 琢 常 与 结合 功能 有 关 , 而 精 氨 酸 则 
常 与 催化 作用 有 关 , 尽 管 两 疹 都 具有 电荷 和 长 链 ,从 在 许多 方面 两 者 是 不 十 分 相同 的 。 赖 氨 酸 
是 所 有 侧 链 中 最 可 活动 的 ,在 电子 密度 图 中 常常 看 大 到 C, së C, 以 外 的 原子 ,而且 尽 管 它 的 侧 
链 的 大 部 分 具有 幅 当 大 的 疏水 性 ,但 它 的 侧 链表 面 区 域 是 被 埋藏 得 最 少 的 残 基 . 精 氨 酸 的 侧 链 
则 仅仅 是 偶尔 无 序 的 ,而 且 被 埋藏 的 部 分 也 较 多 ,常常 沿 着 侧 链 形成 广泛 的 范 德 华 相 互 作用 ， 
甚至 于 卷曲 以 形成 “个 疏水 的 表面 。 精 氨 酸 的 末端 除了 带 正 电 荷 以 外 ,还 具有 5 个 氨 键 的 供 体 
存在 于 一 个 大 的 刚性 的 平面 中 -能 形成 若干 个 与 蛋白 质 的 氧 或 与 有 序 的 水 分 子 的 氧 之 间 的 氨 
键 。 

丝氨酸 和 苏 氨 酸 其 有 短 链 的 一 OH 其 团 的 侧 链 .因而 它们 (尤其 是 丝氨酸 ) 是 化 学 上 活泼 
的 ,并 因此 常 作为 活性 部 位 的 残 基 而 具有 十 分 重要 的 功能 。 由 于 一 OH 基 团 可 作为 氢 键 的 受 体 
或 者 供 体 ,因而 丝氨酸 和 苏 氨 酸 常常 以 所 键 连接 到 相 邻 肯 架 肽 键 基 团 一 NH 一 或 一 C=O 或 者 
溶剂 中 的 有 序 的 水 分 子 上 ,不 过 ,由 于 它们 的 侧 链 较 短 ,而 且 只 有 一 个 可 变 的 侧 链 构象 角 ,因而 
形成 氧 键 受 到 一 定 的 限制 . 苏 氨 酸 的 一 OH 基 覆 不 能 直接 与 肽 键 基 团 形成 所 键 .但 可 通过 一 个 
水 分 子 而 间接 地 相互 作用 。 


7.3 纤维 状 蛋白 质 的 立体 结构 


用 射线 了 衔 射 方法 研究 湾 日 质 的 结构 是 从 20 世 纪 20 年 代 研 究 纤维 状 蛋白 质 的 X 射线 纤 
维 衍 射 图 开始 的 。 自 1931 年 W. T. Astbury-” 的 开拓 性 工作 以 后 ,研究 得 到 了 广泛 和 深入 的 进 
R. 
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这 类 蛋白质 一 般 具 有 下 列 4 个 特性 ;不溶 于 水 ;在 一 定 限度 内 伸 长 之 后 还 可 以 复原 ;不 被 一 
般 的 蛋白 水 解 酶 所 水 解 ; 具 有 不 同 于 球状 蛋白 质 的 特殊 的 氨基 酸 组 成 。 根 据 X 射线 纤维 本身 
花样 的 不 同 , 可 将 纤维 状 蛋 白质 分 成 3 类 , 即 a 角 蛋白 炎 (e 螺旋 型 ),B AE ELS (B TW 3k 31 yl Ez 
原 类 (三 股 螺旋 型 ) 。 

7.3.1 实验 方法 l 

纤维 状 蛋 白质 的 结构 是 用 XX LER ET E GIRL REETA RA SPE RI E GE 7. 8。 

在 我 们 实验 室 中 ,将 大 熊猫 毛 捆 成 直径 约 1. 5mm 的 束 , 足 可 能 使 束 中 所 有 纤维 相互 平行 。 
将 毛 束 固定 在 平板 照相 机 上 ,用 CuK,-Ni 滤波 的 X 射线 (40kV ,100mA) 经 过 直径 为 0. 8mm 的 
准 直 器 垂直 于 纤维 轴 射 入 。 样 品 与 底片 的 距离 为 10cm ,照射 3 小 时 ,结果 见 图 7.8(a) 。 

入 射 效 应 是 许多 单 根 纤维 或 亚 纤维 成 分 的 效应 的 总 和 ,假若 每 根 纤维 的 结构 差别 不 是 很 
大 的 话 ,那么 得 到 的 衍射 花样 基本 上 与 一 个 单 根 纤维 的 衍射 花样 相同 .不 过 ,由 十 纤维 中 内 部 

结构 的 变形 ,每 根 纤维 不 是 理想 的 三 维 单 品 ,而 且 粗 大 的 纤维 束 样品 中 各 个 纤维 不 是 很 好 地 平 

行 排列 的 ,因此 ,通常 在 单 唱 衍射 图 中 分 立 的 各 个 衍射 点 都 变 成 为 一 个 等 半 径 的 圆 统 (如果 纤 
维 束 中 各 纤维 的 方向 是 完全 随机 的 话 ,那么 每 个 衍射 点 就 会 变 成 一 个 整 圆 ) ,而 且 是 弥散 的 . 纤 
维 入 射 图 中 一 般 只 有 少量 的 入射 斑点 ,通常 分 布 在 代表 了 两 种 间距 的 衍射 范围 内 ,一 是 广角 衍 
射 ,衍射 点 反映 了 小 的 间距 ,代表 了 原子 .原子 著 .氨基酸 残 基 以 及 分 子 的 一 部 分 的 大 小 (2nm 
以 下 ); 第 二 个 范围 是 小 角 衍 射 ( 订 小 至 4°) ,衍射 点 反映 了 较 大 的 间距 ,代表 了 亚 纤 维 等 结构 的 
大 小 (2 一 100nm) ,与 电子 显微镜 的 测量 范围 重生 ,纤维 图 中 子午 线 上 的 衍射 可 以 用 来 测定 纤 
维 结构 的 轴 向 周期 ,赤道 线 上 的 衍射 用 来 测定 纤维 结构 中 的 横向 周期 ,可 根据 布拉格 方程 进行 
计算 ;2dsin6 二 nX,n=1 通 常 是 最 强 的 反射 ,由 实验 测 出 菜 个 入射 点 的 8 值 , 即 可 由 2dsin9 一 X 
计算 出 这 个 衍射 斑点 所 代表 的 结构 的 最 小 重复 距离 4. 对 于 较 小 的 8 来 说 ,sin6~~9, 因 此 可 简 
化 为 d==1/0, 

研究 和 解释 蛋白 质 的 纤维 入 射 图 主要 靠 建 造 模型 的 方法 和 理论 计算 .值得 提 及 的 是 ,早期 
研究 毛发 、. 蹄 角 等 角 蛋 白 的 X 射线 纤维 衍射 花样 时 ,人 们 设计 了 许多 并 旋 寞 型 来 解释 衍射 斑 - 
点 ,但 这 些 模 型 都 就 不 出 整数 的 概念 , 即 螺旋 每 上 升 一 圈 所 包含 的 残 基数 为 整数 .用 这 些 模 型 
推算 出 的 术 射 斑点 都 与 蛋白 质 纤 维 衍射 图 的 花样 不 符 .1951 年 L. Pauling 和 R. Corey li 
据 氨基 酸 和 小 肽 的 键 长 和 键 角 等 立体 化 学 实验 数据 ,对 多 肽 链 的 构象 提出 了 两 个 原则 , 称 为 鲍 
林 规 则 :第 一 , 肽 键 酰 胺 基 团 应 具有 平面 构象 ;第 二 ,多 肽 链 的 构象 应 满足 结合 最 多 限度 握 键 ， 
主 链 气 键 一 NH…O 为 0. 28nm 左右 ,而且 N--H 与 N—O 两 个 向 量 的 夹 角 应 不 大 于 30°。 他 们 
用 精确 的 模型 法 试验 了 各 种 可 能 的 多 肽 链 构象 ,预言 了 两 种 具有 周期 性 的 多 肽 链 结 梅 , 分 别称 
为 螺旋 (c-helix) 和 8 折 登 片 层 (B-pleated sheet) ,他们 提出 的 螺旋 模型 冲破 了 整数 的 观念 ， 
指出 螺旋 每 茵 包含 3. 6 个 残 基 , 很 好 地 解释 了 纤维 入 射 图 上 的 斑点 。 按 照 这 个 螺旋 模型 ,每 个 残 
基 沿 轴 向 应 上 升 0. 15nm ,但 是 人 们 过 去 -一 直 示 注意 到 相应 于 周期 为 0. 15nm 的 入射 点 ,因而 当 
时 尚 有 人 怀疑 这 个 模型 的 正确 性 ,后 来 ,人们 在 第 猪 毛 等 的 纤维 衍射 图 中 找到 了 这 个 衍射 点 ， 
确证 了 a 螺旋 模型 的 正确 性 -L.C. Pauling 由 于 揭示 了 化 学 键 的 本 质 以 及 确定 了 肽 键 和 蛋白 
质 分 子 的 a 螺旋 二 级 结构 等 成 就 而 获得 了 1954 年 诺 贝尔 化 学 奖 。 

7.3.2 «a 角 蛋 白 类 

这 类 蛋白质 包括 a 角 和 蛋白 Ce-keratin)》、 肌 球 蛋白 (myosin)》、 表 皮 (epidermis) 和 血 纤 维 蛋 白 
原 (fibrinogen) 等 ,因而 又 称 为 K-M-E-F 类 。e 角 和 蛋白 存在 于 动物 的 毛发 , 角 、 爪 . 蹄 ,羽毛 . 甲 
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壳 、 指 甲 以 及 表皮 中 。 羊 毛 纤 维 是 典型 的 角 蛋 白 , K PARKEARI EMARE E EE. 
在 这 类 纤维 状 蛋白 质 的 X 射线 纤维 衍射 花样 [ 见 图 7.8(a)] 中 ,赤道 线 上 有 一 对 相当 于 纤 
维 中 横向 间距 为 0. 97nm 的 强度 弥散 的 衍射 斑点 ,同时 在 子午 线 上 有 一 对 相当 于 纤维 轴 向 间 
EXO. 52nm 的 弥散 的 强 线 ,在 一 些 衍射 图 上 还 可 找到 一 对 相当 于 每 一 个 氨基 酸 残 基 在 螺旋 
ái L 585837 790. 15nm 的 反射 .Pauling 和 Corey 指出 这 类 纤维 蛋白 的 基本 结构 单位 是 右手 。 
螺旋 , 见 图 7. 9 示意 图 。 在 右手 a 螺旋 模型 中 ,螺旋 每 上 升 一 图 ,包含 3. 6 个 残 基 , 因 而 侧 链 以 大 
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253100* 83 A (t ff 6] Pi HH s BR 0. 55nm ,因而 每 个 残 基 褒 螺旋 轴 方 向 上 升 0. 152nm ;螺旋 的 
直径 为 Inm; 主 链 中 每 个 残 基 (n) 的 一 NH 都 与 其 后 的 第 4 个 残 基 ( 即 2 十 4) 的 -CC=O 形成 
一 NH…O=(C 一 氢 键 . 氢 键 的 键 长 为 0. 28nm, 它 的 N,H 和 三 个 原子 位 于 一 直线 上 或 偏离 不 
挝 ,并 与 螺旋 轴 接 近 于 平行 ,每 个 贷 键 与 主 链 所 形成 的 环 中 包含 13 个 原子 。 右 手 a 螺旋 模型 能 
很 好 地 满足 肽 键 酰胺 基 团 的 平面 性 和 满足 形成 最 多 限度 氨 键 的 原则 ,在 立体 化 学 上 也 很 合理 。 
根据 这 个 模型 计算 的 入 射 点 的 位 置 和 相对 强度 与 实验 所 得 的 衍射 花样 相符 ,不 过 ,还 必须 修 
正 , 因 为 a 螺旋 的 周期 应 是 0. 55nm ,而 衍射 花样 所 表明 的 实际 周期 一 般 为 0. 52nm; 而 且 若 将 a 
螺旋 按照 最 密 方式 堆积 时 ,理论 密度 仍 较 羊 毛 的 密度 低 等 等 ,为 了 解释 这 些 事实 ,Pauling 和 
Corey 指出 ,在 a FEET P «o 螺旋 的 轴 不 是 直线 ,其 本 身 也 是 一 个 周期 很 长 的 螺旋 线 ,这 样 的 
修正 并 不 会 显著 地 影响 o 蝶 旋 本身 的 立体 化 学 特点 。 现 在 人 们 一 - 般 接受 的 a 角 蛋 白 的 结构 模 
型 见 图 7. 10;3 个 右手 a 蝶 旋 通过 许多 一 硫 键 互相 交 联 缠绕 ,形成 一 个 直径 约 2om 的 缆 状 的 左 
手 超 螺旋 , 称 为 亚 原 纤维 (subfibril) ;11 个 亚 原 纤维 再 以 9 十 2 的 结构 形成 更 复杂 的 原 纤 维 (fib- 
ril》, 即 9 个 亚 原 纤维 围绕 着 另外 2 个 亚 原 纤维 形成 直径 约 为 8gnm 的 原 纤 维 ; 几 百 个 原 纤维 结合 


GQ) < (b) 亚 原 纤维 t) MHE 
图 7. 9 a 螺旋 模型 图 7, 10 a 角 蛋 白 模 型 


(a) 侧 面 观 1(b}) 顶 面 观 


成 直径 约 为 200nm 的 粗 纤维 (macrofibril) ,许多 粗 纤维 平行 成 束 ,组 成 细胞 ;这 些 细胞 平行 堆 
积 ,形成 毛发 等 .这些 纤维 在 一 定 条 件 下 可 以 波 拉 长 并 且 具 有 弹性 ,这 是 由 于 毛 键 被 破坏 而 导 
致 "螺旋 转变 成 了 平行 的 B 折枝 结构 拉 长 了 的 纤维 的 X 射线 纤维 衙 射 花样 与 B 角 和 蛋白 的 相 
m. 
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7.3.3 B 角 蛋 白 类 

如 前 所 述 , 毛 发 等 & 角 弄 各 如 果 被 拉 长 至 原来 长 度 的 两 倍 就 变 成 了 8B fam Hua fan 
B 角 蛋 白 可 以 互相 转化 ,两 者 的 尺 射线 入 射 花样 大 不 相同 ,在 B 第 盘 白 的 入 射 图 中 [ 见 终 7.8 
(b)], 赤道 线 上 有 两 对 分 别 相 当 于 纤维 中 横向 间 踊 为 0. 97nm 和 0, 47nm 的 强度 弥散 的 斑点 ， 
在 子午 线 上 有 相当 于 纤维 轴 方 向 间距 约 为 0. 333nm 的 斑点 .8 角 和 蛋白 类 的 另 一 个 典型 例子 是 
天 然 生丝 的 丝 心 蛋白 . 它 的 X 射线 入 射 伦 样 表明 , 沿 纤维 轴 的 周期 是 0. 7nm。Pauling fI Corey 
提出 了 8 折合 片 层 的 结构 模型 ( 见 图 7. 11) 来 解释 所 有 这 些 事实 ,他 们 指出 ,一 个 完全 伸展 的 多 
肽 链 应 是 主 链 共 面 的 完 拿 伸展 的 链 , 如 图 7.4 中 所 示 , 它 的 周期 应 为 0.727nm。 而 天 然 丝 和 月 角 
蛋白 纤维 的 周期 各 为 0. 7nm 和 和 0. 666nm (0. 333nm X 2) ,因而 ,在 天 然 丝 中 ,多肽 链 几 乎 是 完全 
伸展 的 ;而 在 B 角 蛋白 中 ,除了 酰胺 基 团 仍 维持 共 面 外 ,多 肽 链 中 的 C。 相连 钓 两 个 键 可 能 发 生 
旋转 ,因而 弓 不 是 一 个 共 面 的 完全 伸展 的 链 了 ,所 以 链 的 周期 缩短 了 ,天 然 丝 和 8 角 和 蛋白 分 别 
属于 反 平行 B 扩 从 片 层 结 构 和 平行 B 析 倒 片 层 结构 , 在 这 些 结构 模型 中 ,两 条 以 上 的 多 肽 链 或 
一 条 多 肽 链 的 不 同 片 段 相互 平行 ,并 出 链 间 氢 键 结合 形成 拆 秋 的 片 层 , 侧 链 在 片 层 的 上 、 下 方 
交替 伸 出 。 如 果 相 互 平行 的 驮 链 从 N 本 端 到 C 末端 方向 相同 , 称 为 平行 8 折 释 ;方向 相反 则 称 
为 反 平 行 8 折 晋 。 在 平行 8 折 登 中 , 链 内 周期 为 0. 65nm , 链 的 重 直 方向 的 冰期 即 链 间距 离 是 
0. 47nm, E E. & T —NH AE 8 —C — O 基 团 都 能 形成 链 间 的 氨 键 一 NH'…0O=C 一 , 氨 键 不 
垂直 于 肽 链 , 氢 键 使 肽 链 间 形成 相同 宽度 的 空间 .在 反 平 行 8 折 瞧 中 , 肽 链 几 乎 完全 伸展 。 链 内 
周期 为 0. 7nm ,此 时 链 的 牌 直 方向 的 周期 等 于 链 间距 离 的 两 倍 , 即 大 约 1nm . 氢 键 与 链 垂直 ,并 
使 肘 链 形成 宽窄 相间 的 空间 。 这 两 个 模型 都 能 满足 肽 键 酰胺 基 团 的 平面 性 原则 和 形成 最 多 乡 
度 毛 键 的 原则 ,并 能 很 好 地 解释 衍射 花样 。 

7.3.4 胶原 类 

胶原 广泛 地 存在 于 动物 体 中 , 占 机体 总 蛋白 质 的 25 一 30 妆 ,是 皮肤 、 骨 胶 、 软 骨 、 筋 、 动 脉 管 
壁 以 及 结 弹 组 织 中 的 蛋白 质 成 分 。 它 们 的 氨基 酸 组 成 十 分 特殊 :Gly(33 中 .Pre(li2 凶 7 以 及 
Hypro(9%%) 的 含量 特别 高 ,胶原 类 的 X 射线 纤维 入 射 图 见 图 7. 8(c) ,在 赤道 线 上 有 了 两 对 各 相 
当 于 间距 为 0. 44nm 和 1. 15nm 的 强 往 射 斑点 ;在 子 牛 线 上 ,有 较 强 的 一 对 圆 弧 形 衍射 斑点 与 
纤维 的 轴 向 周期 0. 286nm 相对 度 , 胶 原 的 结构 不 同 于 < 螺旋 和 8B 折 午 ,实际 上 它 不 可 能 形成 a 
螺旋 ,因为 肽 链 中 Pro 和 Hypro 的 含量 太 高 ,它们 是 螺旋 的 破坏 者 .胶原 的 分 子 模型 见 图 
7. 12, 它 是 直径 约 1. 4nm ,长 约 280nm 的 棒状 分 子 , 由 三 个 多 上 状 链 组 成 .每 个 多 肽 链 是 一 个 略微 
向 左 扭 曲 的 左手 螺旋 ,三 个 多 肽 链 再 相互 盘 绕 成 一 个 大 的 右手 蛇 旋 , 称 为 三 股 螺旋 (triple he- 
lix ) 或 超 螺旋 Csuper helix) .每 个 残 基 在 这 个 超 螺 旋 中 上 升 0. 29nm ,每 图 的 残 基数 约 3. 3, — 
肽 链 以 氨 键 互相 结合 , 氨 的 供 体 是 Gly 的 肽 键 - -NH 基 团 , 氮 的 受 体 是 在 另 一 个 肽 链 上 的 软 键 
一 C=O 基 团 . 各 条 链 上 每 第 三 个 残 基 都 是 Gly ,因为 三 股 螺旋 的 内 侧 是 很 拥挤 的 ,只 有 Gly + 
能 位 于 内 部 并 与 其 他 两 条 链 形成 氢 键 ,其 他 残 基 Pro 和 Hypro 的 大 的 环形 侧 链 都 在 三 股 螺旋 
的 外 侧 .由 于 胶原 类 结构 的 复杂 性 ,这 些 蛋 白质 的 纤维 图 上 还 呈现 出 相当 于 8. 5nm 和 64nm 的 
BARHAM, 


7.4 ”球状 蛋白 质 的 晶体 结构 


生物 体 中 最 重要 的 结构 蛋白 质 和 功能 蛋白 质 中 的 大 多 数 是 球状 蛋白 质 , 它 们 遍布 于 生物 
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图 7. 11 BB 折合 片 层 示意 图 
OFI REHE: OREH EHEH OUO PENA H ERNE, 
EROS H RETIR. (OH GD o HOUR Re EE MO REEERE 


A cb 。 球 状 量 白质 的 空 所 结构 比 纤维 状 蛋白 质 复 茶 得 多 ,它们 
不 是 简单 地 党 着 一 个 轴 有 规则 地 重复 排列 ,而 是 在 三 维 空间 中 
卷曲 、 折 个、 盘 绕 而 成 紧密 的 近似 于 球形 的 结构 , 即 如 前 所 述 ， 
可 以 被 揪 述 为 初级 结构 ( 即 一 级 结构 ) 和 高 级 结构 (包括 二 级 结 
构 .三 级 结构 及 四 级 结构 ) 。 高 级 结构 的 测定 对 于 阑 明 结构 与 功 
能 的 关系 具有 重要 意义 。 

7.4.1 实验 方法 

测定 球状 蛋白 质 的 晶体 结构 采用 X 射线 单 唱 衍射 法 . 首 
先 必须 生长 出 适合 于 X 射线 衍射 用 的 较 大 的 蛋白 质 单 划 (一 
般 线 度 达 0. 5 一 2mm) 。 蛋 白质 晶体 是 “ 湿 晶 体 ”, 即 在 蛋白 质 分 
子 之 间 充 满 着 母液 ,仅仅 当 晶 体 在 与 这 种 液体 或 它 的 燕 汽 平衡 
时 才 是 稳定 的 .X 射线 入 射 方法 所 得 到 的 高 分 状 率 电子 密度 图 
表明 ,一 些 水 分 子 结合 在 蛋白 质 分 子 表 面 上 ,形成 了 有 序 的 水 
分 子 “ 外 套 ”; 在 内 部 ,有 序 的 水 分 子 与 蛋白 质 形成 氢 键 网 . 当 唱 
BET SPERA r Shah aB Uc ,晶体 就 变 成 了 无 序 的 固 O Hypro 
体 , 品 体质 量 的 好 坏 直接 决定 了 衍射 的 分 辨 率 和 结构 测定 的 精 。 on. 
确 度 ,我 们 知道 , 早 在 1926 年 ,J.B. Sumner Hi T -Aa ° Gly 
# ñB B5 E EJ pf HII Ip BS sa US. P S J. H. Northrop 以 及 W. M. 
Stantey X. PRT BE CAES cor CAE RBS sb e Lo Vo B. B 
Ji RALES. RE PI B REFL E PLE RE 3: LC TE n ERE #£ 
等 的 晶体 .证 明了 酶 是 一 种 蛋白 质 , 而 且 可 以 结晶 ,因而 揭示 了 
酶 和 和 蛋白质 这 一 重要 生命 物质 的 化 学 本 质 , 他 们 三 人 因此 而 获 
得 1946 年 诺 贝 尔 化 学 奖 。 胃 和 蛋白酶 是 第 二 个 被 结晶 的 蛋白 质 , 它 的 晶体 是 第 一 个 可 用 于 X 射 
线 衍 射 的 球状 蛋白 质 唱 体 (2mm 长 ,并 于 1934 年 由 J. D. Bernal "41848 T 3€ —3K 3E E3 JE A 
的 X 射线 衔 射 照片 .不 过 ,当时 未 能 解 出 它 的 晶体 结构 .早年 每 一 个 新 的 蛋白 质量 体 和 衍射 晤 
片 都 会 邻 人 十 分 激动 和 鼓舞 , 它 表 明了 这 些 大 分 子 与 化 学 小 分 子 一 样 在 晶 格 中 是 有 序 的 . 央 厕 
可 以 用 X 射线 衍射 法 来 测定 它们 的 结 枸 .到 现在 ,已 有 许多 球状 蛋白 质 被 结晶 了 ,而 且 作 为 一 
个 规律 ,只 要 球状 蛋白 质 是 很 纯 的 ,就 可 能 在 体外 形成 晶体 .不 过 需要 人 们 去 试验 ,找到 合适 的 
鹿 体 生长 条 件 。 在 我 们 的 实验 室 中 ,也 进行 了 多 种 蛋白 质 的 晶体 生长 试验 ,得 到 了 可 适用 于 驻 
射线 衍射 的 蛋白 质 单 唱 , 见 图 7. 13。 其 中 如 班 头 雁 高 铁血 红 蛋 白 的 晶体 生长 方法 和 条 件 为 5 ， 
用 ISIN A POR D HEEL ROSE P A Sul 血红 蛋白 TEE CA; = 0. 43). 20120 ⁄/PEG6000 fI 
3,10. 05mol/] 磷酸 钾 缓 冲 液 ,pH7. 0; 池 中 平衡 液 为 Iml 12% PEG6000.823--25 CERAH, 
一 星期 后 可 生长 成 合用 的 单 晶 . 其 X 射线 衍射 旋 进 照片 见 图 7. 14. 

与 用 X 射线 纤维 衍射 照相 法 研究 纤维 状 蛋 白质 不 同 , 球 状 蛋白 质 的 单 晶 的 X 射线 衍射 分 
桥 方 法 是 :首先 用 旋 进 照相 法 测定 晶 胞 参数 和 空间 群 ,然后 用 四 圆 衔 射 仪 ,平面 探测 仪 或 其 他 
各 种 照相 方法 记录 各 全 射 点 的 强度 。 并 用 多 对 同 晶 置 换 法 或 将 反常 散射 法 与 其 相 结合 ,测定 出 
未 知 结构 的 各 个 街 射 点 的 相 角 ; 或 者 利用 同 源 蛋 白质 或 类 似 蛋 白质 的 已 知 晶 体 结构 通 过 分 子 
屠 换 法 (包括 旋转 函数 法 和 平移 区 数 法 ?来 确定 未 知 晶体 的 各 个 入射 点 的 相 角 。 最 后 计算 出 未 
知 结构 的 电子 密度 图 ,建立 模型 并 进行 修正 。 


图 7.12 胶原 的 丫 构 模型 
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图 7.13 蛋白 质 晶 体 


(a) BESK WE RE c n £T. E 87, Cb) RESI MES A ML AT REL 097 COO BER. ELE DEL 
活性 产物 一 一 绿豆 胰 蛋 白 酶 搞 制 剂 复 台 物 El;(d) 抗 菌 多 肽 LCI 


世界 上 第 一 个 被 测 出 晶体 结构 的 球状 蛋白 质 是 肌 红 蛋白 ,J.C. Kendrew 48023-19604 

表 的 抹香鲸 肌 红 蛋白 的 0. 6nm A BEES MI EUM ,首次 揭示 了 多 肽 链 的 排列 , 兄 图 7. 15(c) 。 后 来 

基于 0. 14nm 分 辩 率 的 结构 分 析 , 最 终 测 出 所 有 原子 的 排列 ,他 们 根据 下 . A. Perutz 2$ A 2136 
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图 ?.14 BESA MEB RETE C3 EA UEIVI E HE RRLIT : 
CuK, , HE a5 B DE 40kV . 236mA . did [ic TIRE JT IE R 65mm Lo 307] RE. 


T [8] ña E 2683 [UA FELT 80k tE ÉI BR 68 JR A aj LU EIS , AKRE H 88 g dik y Rl T Ei 
质 蝇 体 结构 浏 定 , 解 决 了 困惑 多 年 的 相 角 问题 ,J.C., Kendrew 和 F. A. Perutz 两 人 因此 而 获得 
19624E 8 DL ESSE Kendrew 采用 共同 结晶 的 方法 全 制备 了 5 个 合用 的 重 原子 衍生 物 , 即 将 
重 原子 试剂 如 对 - 氨 冬 苯 磺 酸 CARURALEFER 也 试剂 分 别 与 肌 红 蛋白 局 时 配制 于 组 
冲 母 滚 中 生长 晶体 ,使 重 不 子 结 合 到 蛋白 质 的 特殊 基 团 或 位 点 上 。- 般 ,制备 重 原子 衍生 物 用 
浸泡 法 ,因为 共同 结 上 般 法 罕 易 使 自生 质变 性 等 ,浸泡 法 是 将 和 量 原 子 试剂 配 宙 于 蛋白 质 唱 体 生 长 
的 缓冲 母液 中 ,然后 将 蛋白 质 明 体温 泡 于 其 中 , 重 原子 添 剂 通过 扩散 而 结合 到 和 蛋白质 的 特殊 基 
团 或 位 点 上 .以 笔者 在 对 大 肠 杆 菌 的 麦芽 糖 结合 蛋 自 进行 蜡 体 结构 分 析 的 工作 中 制备 重 原子 
衍生 物 为 例 汪 ,将 重 原子 试剂 以 C. 5” 5m mol/l 演 度 的 量 加 至 麦芽 糖 结合 蛋白 晶体 生长 用 的 
柠檬 酸 缓 冲 液 (bH6. 2, 不 含 麦 芽 糖 结合 司 白 ) 中 ,充分 搅 祥 后 ,核对 或 重新 将 pH 调 回 至 6. 2。 
然后 将 麦芽 糖 结合 蛋白 蜡 体 浸泡 于 其 中 一 定时 问 以 后 ,取出 晶体 ,用 旋 进 照相 法 观察 衍射 点 强 
度 是 否 有 变化 ,或 者 用 四 圆 衍射 多 收集 分 辨 率 为 2- 0.6( 或 0. 5)nm 的 一 个 独立 区 的 衍射 数 
据 , 直 接 计 算 差 值 帕 特 逊 丽 数 来 确定 是 否 有 重 原子 以 及 它们 在 晶 胞 中 的 坐标 .为 了 防止 某 些 重 
原子 试剂 在 柠檬 酸 缓冲 液 ( 或 磷酸 缓冲 液 } 中 生成 沉淀 ,可 以 用 pH 值 相同 的 酯 酸 缓冲 液 等 代 
替 柠 柑 酸 缓冲 液 ( 或 磷酸 缓冲 液 ). 在 试验 了 分 别 含 有 Ag.Au,Cd,I,Ir,Hg,Os,Pb,Pt,Re, 
Sm.Ti,U,W 等 14 种 重 原子 的 共 36 种 试剂 后 ,得 到 了 9 个 司 晶 型 重 原子 衍生 物 , 其 中 有 5 个 较 
好 ,用 于 多 对 同 晶 鸽 换 法 进行 结构 分 析 ,例如 Pb CONO; 1m mol/l, 230123; K,PtGNO.,),,1m 
mol/1, 88 8X : [4 mersayl-Hg. 1m mol/] ,浸泡 13 天 ;此 外 , 述 利 用 该 电 白 质 与 麦芽 糖 结合 
的 特性 ,用 碘 化 物 6-] 2E SERE. L0m mol/l 浸泡 22 天 .也 得 到 了 合用 的 重 原子 本 生物 ， 

自从 肌 红 蛋白 解决 了 相 角 问题 并 测定 了 晶体 结构 以 后 ,相继 在 1965 年 C. C. F. Blake 等 -于 
测定 出 溶菌 酶 .1967 年 G. Kartha 等 2 以 及 H. W. Wyckoff 等 259 测定 出 核糖 核酸 酶 、B. W. 
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. (h) 


图 7. 15 BUPRULALECHNAMEGO. KERHO, 0 6nm HORE 
模型 人 ec》 以 及 9, 14nm 高 分 辩 率 结构 模型 (d) 


Metthews 等 -3 测定 出 胰 凝 乳 蛋 白梅 以 及 G.N. Reeke 等 :20 测定 出 羧 肽 酶 的 晶体 结 梅 等 .由 主 
实验 技术 和 计算 机 技术 的 迅速 发 展 ,被 测定 了 高 分 辩 率 晶体 结构 的 蛋 访 质数 刀 增 加 很 快 ,现在 
已 达 3 千 多 个 。 我 们 不 能 逐一 介绍 ,但 其 中 值得 提 及 的 一 个 是 J. Deisenhofer 等 人 LI 于 1984 年 
发 表 的 绿色 红 假 单 胞 苗 的 光合 作用 中 心 的 昌林 结 椅 ,这 是 第 一 个 膜 蛋 勿 的 分 子 结构 ,并 具有 重 
大 生物 学 意义 ,将 在 后 面 的 章节 中 专门 讨论 。 

在 我 国 , 由 中 国 科学 院 和 北 就 大 学 (包括 本 实验 室 在 内 ) 合 作 组 成 的 胰岛 素 结构 研究 组 
于 1972 年 报道 了 0. 25nm 分 癣 率 猪 胰岛 素 的 晶体 结构 ,这 是 我 国 第 一 个 蛋白 质 的 最 体 结构 分 
Ër T. f£ ,是 用 浸泡 法 制备 重 原子 了 衍生 物 ,并 用 多 对 同 晶 置 换 法 分 析出 晶体 结构 。 

现在 ,人 们 己 有 可 能 人 大量 遍 体 结构 资料 中 总 结 出 关于 球状 蛋白 质 的 二 级 结构 .三 级 结构 
和 四 级 结构 的 一 些 规 律 性 ,下 面 将 分 别 进行 介绍 ,0 和 351 

7.4.2 球状 蛋白 质 的 二 级 结构 单元 

在 第 一 个 蛋 乌 质 单 而 的 晶体 结构 被 测定 汶 前 ,人 们 所 想象 的 蛋 自 质 分 子 的 空间 结构 是 多 
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肽 链 的 相当 简单 的 几何 排列 .例如 敌 形 .重复 的 之 字形 或 均匀 排列 的 平行 椅 等 .确实 ,最 初 
Pauling 等 人 推测 出 来 的 纤维 状 蛋 白质 的 结构 就 是 这 样 的 , 即 典型 的 o SERE sk B Jr 38 E E Zh 
构 , 抹 香 鲜 肌 红 蛋白 的 0. bnm 分 辩 率 模型 以 及 1961 年 进行 的 高 分 辩 率 分 析 , 最 后 结论 性 地 证 
实 了 = 螺旋 模型 的 正确 性 ,并 证 明了 o 螺旋 也 存在 于 球状 蛋白 质 中 ,而 且 确 实 是 右手 a HE. 
后 来 大 量 的 蛋白 质 单 曲 三 维 结构 被 测定 ,表明 了 a 螺旋 和 日 折 县 结构 也 普遍 存在 于 球状 蛋白 
质 中 ,而 且 它 们 以 各 种 方式 结合 在 一 起 .但 是 ,球状 蛋白 质 的 结构 复杂 得 多 ,除了 a 螺旋 和 8B 折 
羽 以 外 ,还 存在 其 他 一 些 二 级 结构 类 型 ,下 面 将 分 别 描述 它们 。 

7.4.2.1 a 螺旋 .3 螺旋 和 螺旋 (ae-helix .3o-helix、r-helix) 

如 果 多 肽 链 中 每 个 残 基 具 有 相同 的 由 角 和 中 角 , 则 会 形成 螺旋 ,但 是 能 满足 所 有 构象 要 求 
的 螺旋 结构 却 是 有 限 的 .这 些 构象 的 要 求 是 :在 允许 范围 内 的 捏 角 $ 和 省 值 . 人 台 适 的 范 德 华 接 
触 以 及 形成 尽 可 能 多 的 距离 合适 的 近乎 直线 的 毛 键 等 等 .由 于 和 氨基酸 具有 LL 构 型 ,限制 了 只 
能 是 右手 螺旋 (左手 螺旋 中 阁 基 氧 与 Cs 靠 得 太 近 . 不 过 ,在 嗜 热 菌 蛋白 酶 中 发 现存 在 有 左手 螺 
旋 )。 而 且 , 从 理论 上 讲 , 可 能 存在 的 右手 螺旋 只 有 三 种 ,可 以 用 每 图 螺旋 所 包含 的 残 基数 目 
和 每 个 氢 键 与 主 链 形成 的 环 中 所 包含 的 原子 数目 * 来 表示 和 区 别 它 们 (ns) , 即 3 螺旋 .3. 6. 88 
旋 ( 即 a 螺旋 ) 以 及 4, 4 螺旋 ( 即 z 螺旋 ? , 示 于 图 7. 16 中 。 


图 7.16 e BRIEC). 3 BRE OM z BRL Cc f 


H FRIE CREBRO DON MORE SE ETE Bl, TIRE RERO. 6nm ,每 个 残 基 上 逢 
0. 2nm; 主 链 上 第 个 残 基 的 一 NH 一 与 第 n 十 3 个 残 基 的 一 C 二 0 ERAR, ARKO. 281m: 
每 个 氢 键 与 主 链 所 形成 的 环 中 包括 10 个 原子 。 

右手 3. GS MERERI a 螺旋 (简称 cx) ,螺旋 每 上 升 一 圈 , 包 含 3. 6 个 残 基 , 因 而 侧 链 以 大 约 每 
B8100°8J Z7 fi F8 Hh [8] SRUXE AM ; RR EE 20. 55nm ,每 个 残 基 上 升 0. 152nm; 螺 旋 的 直径 为 Inm; 主 
$& EAE n (6) —C—O 与 残 基 十 4 的 一 NH 形成 气 键 , 氢 键 键 长 为 0 28nm SUBE N.H LO 
三 个 原子 处 在 一 直线 上 或 偏离 不 远 ,并 接近 于 与 曙 放 办 平行 ,每 个 氧 链 与 主 链 所 形成 的 环 中 有 
13 个 原子 。 
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右手 4. 4s 螺 旋即 < 螺旋 (简称 z) ,螺旋 每 图 包含 4. 4 个 残 基 , 每 个 氨 键 与 主 链 所 形成 的 环 
中 包括 16 个 原子 。 l 

虽然 以 上 三 种 螺旋 在 理论 上 都 是 允许 的 ,但 其 中 只 有 螺旋 训 无 疑问 是 完全 合理 的 。 至 今 
所 得 到 的 X 射线 衍射 分 析 结 果 也 表明 ,无 论 在 纤维 状 蛋 白质 或 是 在 球状 蛋白 质 中 都 存在 有 o 
螺旋 的 构象 .3 螺旋 的 短片 段 也 相当 经 常 地 出 现 ,不 过 很 少 发 现 长 的 3 螺旋 ,r 螺旋 则 很 少见 
到 。 

在 球状 蛋白 质 中 , 常 出 现 最 典型 的 规则 的 a ECLA «0 An 7. 17 所 示 ,但 也 发 现 有 
一 * 些 非典 型 的 MEE n L7. 18 中 所 示 的 es RE TEX fh a 螺旋 中 , 氢 键 的 N.H 和 O = + JE: 
子 不 成 直线 ,N--H…O * £829 109. S 810. 29nm。 从 能 量 上 看 ,这 种 螺旋 与 典型 的 螺旋 相 
差 不 远 ,但 要 继续 形成 第 二 圈 螺 旋 就 不 可 能 了 ,因此 它 常 党 出 现在 典型 的 “螺旋 的 末端 .此 外 ， 
在 蛋白 质 中 还 发 现 弯曲 的 螺旋 各 极 为 特殊 的 受 干 扰 的 "螺旋 等 , 见 图 7. 18. 


É27.17 典型 的 & SE Co 2 c B 
Ë E LIA Ps Cr EE 35 40—E51 


o 螺旋 是 蛋白 质 中 典型 的 二 级 结构 单元 ,一 个 a 螺旋 能 包含 的 残 基数 目 可 达 35 个 之 多 .而 
最 长 的 8 折 登 肽 链 仅 包含 15 个 残 基 。e 螺旋 比 任何 其 他 二 级 结构 单元 对 蛋白 质 的 稳定 性 和 结 
构 都 具有 更 大 的 影响 。 在 蛋白 质 分 子 中 ,螺旋 的 含量 有 的 可 高 达 80% ,有 的 不 含 “ 螺旋 ,但 为 
数 不 多 。 

不 同 残 基 在 a 螺旋 中 出 现 的 几率 只 具有 十 分 弱 的 .但 又 是 确定 的 倾向 性 .Ala,Glu ,Leu 以 
及 Met 是 最 常 出 现 的 ;Pro,Gly 和 Ser 则 不 常 出 现 . 另 外 ,由 于 an 螺旋 的 侧 链 以 大 约 每 100° 的 
方位 伸 向 外 部 ,而 a 螺旋 又 最 常见 于 蛋白 质 分 子 的 外 部 ,因此 ,其 肽 链 中 每 隔 3--4 个 残 基 , 醇 水 
和 亲 水 侧 链 应 交替 地 出 现 , 这 种 倾向 有 时 在 氨基 酸 的 序列 中 何以 看 到 ,不 过 ,还 不 足以 由 此 而 
HON o 螺旋 的 结构 。 

7, 4.2,2 BÆ (B-sheet) 

B 折 县 也 是 由 Pauling 等 首先 从 理论 上 推测 出 来 ,并 在 纤维 状 蛋白 质 和 球状 蛋白 质 中 都 发 
现 确实 存在 的 主要 二 级 结构 类 型 之 一 , 见 图 7. 11。 从 理论 上 看 ,平行 和 反 平行 的 8 折 辣 都 是 人 
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图 7. 18 非典 型 的 螺旋 (ou)(a) 以 及 弯曲 的 (b) 和 受 干 扰 的 (c)a 螺旋 实例 


许 存在 的 .不 过 从 能 量 上 看 , 反 平 行 B 折 登 更 为 稳定 .图 7. 19 和 图 7. 20 分 别 为 在 球状 蛋白 质 中 
存在 的 典型 的 平行 8 折 登 和 反 平 行 B 折 玖 的 实例 .除了 一 般 只 形成 单纯 的 平行 的 或 反 平 行 的 
折 和 登 片 层 外 ,有 时 还 看 到 同时 具有 平行 和 反 平 行 链 的 混合 8 折 琶 片 层 , 但 是 事实 上 存在 着 一 种 
阻止 形成 混合 片 屋 的 倾向 ,这 可 能 是 由 于 两 类 氨 键 对 肽 链 的 走向 要 求 稍 有 不 同 所 致 。 

平行 的 8 折 琶 片 屋 一 般 不 少 于 5 股 肽 链 ,而 在 反 平 行 的 片 层 中 , 常 可 看 到 仅 朋 两 股 肽 链 形 
成 的 扭曲 的 带 ,， 见 图 7. 21,。 两 股 肽 链 都 扭曲 很 大 ,每 5 个 残 基 约 扭曲 180*。 | 


图 7?.19 ”上 典型 的 平行 8 折 敬 片 层 实 例 
黄 素 气 还 蛋白 残 基 82 一 86,49 一 53 以 及 2 一 6 


RERU L 手 性 使 得 B 折 司 片 层 的 最 显著 特点 之 一 是 扭曲 ,而 且 这 种 扭曲 总 是 具有 右手 
的 手 性 .这 种 情形 对 于 实际 观察 到 的 所 有 球状 蛋白 质 都 是 共同 的 。 这 里 有 三 尽 含 义 :第 一 ,伸展 
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图 7. 20 典型 的 反 半 行 B 折 又 片 层 实例 
Cu,Zn 过 氢化 物 歧化 酶 残 基 93 一 98,28 一 33 以 及 16 一 21 


图 ?7,21 仅 具 有 两 股 肽 链 的 带 状 反 平行 $ 折 下 实例 
乳酸 脱氧 酶 残 基 263 一 294 


的 肽 链 本 身 筑 向 于 右手 方向 扭曲 , 即 车 沿 着 多 肽 链 轴 的 方向 来 观察 伸展 肽 链 的 酰胺 平面 的 方 
向 或 氢 键 的 方向 时 ,这 条 肽 链 本 身 的 扭曲 总 是 右手 的 , 见 图 7. 22 .一般 每 个 残 基 扭 曲 0 一 30", 通 
常 在 仅 有 两 股 链 的 反 平 行 8 折 登 中 的 链 担 曲 角度 最 大 , 见 图 7. 21; 多 股 的 片 层 中 的 各 条 链 扭曲 
度 较 小 。 第 二 ,由 此 而 产生 的 第 一 个 结果 是 ,平行 8 股 之 间 的 交叉 连接 都 是 右手 的 .B HOT Ja: 
中 的 各 链 末 端 之 间 的 连接 方式 有 两 种 ,在 反 平 行 8 折 秋 中 , 链 间 连接 为 发 来 型 ,在 片 层 的 同一 
端 , 见 图 7?. 23(a); 在 平行 的 BR 片 层 中 , 则 必然 是 交叉 型 连接 , 即 从 片 层 的 一 端 到 另 一 端 , 见 图 
7. 23(b),《c)。 这 种 交叉 型 连接 在 理论 上 可 以 是 右手 的 ,也 可 以 是 左手 的 。 但 在 蛋白 质 结构 中 实 
际 观 察 到 的 ,不 论 是 否 是 连接 相 邻 的 B 股 ,也 不 论 连 接 片段 的 长 度 和 构象 如 何 , 交 叉 连 接 都 是 
右手 的 ,只 有 极 少数 是 左手 的 .另外 ,有 一 半 以 上 的 交 义 连接 中 至 少 有 一 个 a 螺旋 , 见 图 7. 24 
Cb) ,第 三 ,为 了 减 小 构象 能 ,伸展 的 多 驮 链 的 右手 扭曲 倾向 所 导致 的 第 二 个 结果 是 , 当 沿 着 多 
肽 链 方 向 观看 时 ,上 整个 平行 B 片 层 总 是 再 以 一 个 右手 的 型 式 扭 曲 着 ,形成 一 个 缓慢 的 大 的 扭曲 
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片 层 , 称 为 马鞍 形 (saddle shape) 或 卷曲 成 简 形 , 称 为 B 桶 
(B-barrels) .图 7. 25 是 这 种 扭曲 的 示意 图 ,图 7. 26 为 实例 。 
反 平 行 的 8 折 亚 片 层 有 的 是 不 扭曲 的 ,有 的 是 部 分 扭曲 的 
或 形成 B 桶 , 见 图 ?7. 27, 

B 桶 可 由 5 一 13 股 驮 链 组 戒 - 实 的 内 部 都 是 疏水 注 侧 
链 . 不 论 情 由 几 股 链 组 成 , 桶 的 顶 面 观 都 呈 微 扁平 圆 形 , 见 
图 7. 28 中 的 实例 .平行 的 8 片 层 和 混合 片 层 中 的 平行 部 分 
总 是 埋藏 在 蛋白 质 分 子 内 部 的 ,其 他 二 级 结构 类 型 的 主 链 
《常常 是 a 螺旋 ?在 两 侧 保 护 它 们 ;而 典型 的 反 平 行 R 片 层 aN 
则 为 一 侧 暴 露 于 溶剂 , 另 - ' 侧 埋藏 在 内 部 ,所 以 ,它们 的 氨 
基 酸 序列 常常 是 琉 水 性 与 杀 水 性 交替 出 现 , 已 知 的 蛋白 质 08 


晶体 结构 资料 统计 结果 表明 ,Val 和 lle fe QA Ep V 
常 出 现 ， i 
7.4.2.3 8 转角 (Bturn gx 8I B-bend 等 ) < 一 一 一 Sa ym: 


BOR R 35 E 365 5RE XK E H TT NHKA koya ODISSE 
常常 逆转 方向 ,其 至 出 现 180* 的 画 折 。 理 论 分 析 和 大 量 蛋 白 
质 三 维 结构 的 资料 揭示 了 肽 链 的 逆转 主要 是 由 一 种 被 称 为 图 7. 22 “多肽 链 右 手 扭曲 的 天 然 倾向 
8 转角 的 二 级 结构 来 实现 的 。 及 由 此 而 可 能 形成 的 左手 或 布 手 连接 
前 面 所 讨论 过 的 典型 的 。 螺旋 和 8 折 亚 是 蛋白 质 中 


87.23 8 链 之 间 的 两 种 主要 连 屠 方式 
《a) 皮 平行 链 同 的 发 夹 型 连接 :(b) 和 (ec) 平 行 链 间 的 右手 和 左手 交叉 过 接 


“规则 的 "重复 结构 ,它们 具有 重复 的 主 链 捏 角 ,而 且 它 们 的 主 链 上 的 一 N 一 H #l—C=0 H 
之 同形 成 周期 排列 的 毛 刍 .而 8 转角 则 不 向 , 它 具 有 非 周 期 的 主 链 扭 角 , 而 且 典 型 的 了 转角 只 
有 一 个 内 部 的 主 链 一 NH 与 一 C=O 基 团 之 间 的 氨 键 ,因而 是 一 种 “ 非 规 则 的 ” 非 重复 结构 。 
转角 与 < 螺旋 和 R 折 束 一 样 ,也 是 首先 通过 理论 的 构象 分 析 而 被 认识 的 。 从 分 析 什 么 样 
的 构象 能 使 残 基 w 的 主 链 C=0 与 残 基 = + 3 的 主 链 NH 生成 氢 键 而 形成 4 个 连续 残 基 的 稳定 
结构 吉明 ,有 二 种 可 能 的 类 型 , 见 图 7. 29。 类 型 1 的 各 残 基 的 构象 角 为 h — 607,9, — —305; 6, 
— 90*, 9, —0*, 'E Rf] A4 C. 是 不 共 面 的 ,而 是 形成 大 约 十 45* 的 双 面 角 。 类 型 1 是 在 球状 蛋白 
质 中 确实 最 普遍 地 存在 的 转角 ,因而 又 被 称 为 “普通 ”转角 。 类 型 工 则 为 中 一 一 60', 岂 一 十 120*， 
$ = --90*,4,—0*,'E 8S 4^7 C, 和 和 氨 键 近似 于 在 一 个 平面 上 .类 型 I 是 确实 存在 的 第 二 种 主要 
的 转角 类 型 ,其 中 大 约 60%% 的 有 :是 Gly ,因而 又 被 称 为 “甘氨酸 ?转角 。 类 型 1 和 工 不 是 螺旋 ,而 
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(b) 


图 7.24 
‘a) 反 平行 8 链 间 的 右手 连接 ( 伴 刀 豆 球 蛋 白 A 残 基 169 一 214)} 
b) 平 行 B 链 闻 的 蝉 旋 右 手 交叉 连接 (被 脉 酶 A 残 基 200 一 242) 


是 由 两 个 接近 于 直角 的 转折 使 肽 链 折 回 180", 残 基 ”~ 和 ?十 3 的 Ce 相距 仅 0. 5nm。 类 型 下 的 4 
个 残 基 都 具有 相同 的 构象 角 , 即 $4, 4. — 4. — —60* ,办 一 内 一 内 一 办 和 = 一 30", 这 种 结构 实际 
上 就 是 重复 结构 3 螺旋 。 

在 已 知 三 维 晶体 结构 的 蛋白 质 中 ,发 现 确 实 存在 各 种 类 型 的 B 转 角 , 见 图 7. 30. 除 了 典型 
的 类 型 和 1 各 有 一 个 氨 键 外 ,有 些 非典 型 的 转角 有 两 个 毛 键 或 者 无 毛 键 ,后 者 可 能 是 舍 分 近 
侧 链 间 的 作用 力 或 远程 作用 力 来 维系 的 。 

B 转 角 是 球状 蛋白 质 的 一 种 重要 二 级 结 宰 , 首 先 , 它 使 肽 链 的 方向 发 生变 化 .通常 认为 B 
转角 在 蛋白 质 折合 成 天 然 构 象 的 过 程 中 ,对 确定 肽 链 的 走向 起 决定 作用 ,第 二 ,8 转角 在 序列 
上 相 邻 的 各 种 二 级 结构 之 间 起 连接 作用 ,是 a 螺旋 与 a 螺旋 之 间 以 及 «螺旋 与 8 折 和 全 之 间 十 
分 好 的 接头 ,特别 是 它 常 作为 相 邻 的 反 平 行 B 链 之 间 的 发 来 连接 .此 外 ,8B 转角 还 常常 存在 于 a 
螺旋 的 末端 .因此 ,8 转角 在 球状 蛋白 质 分 子 中 占有 相当 大 的 比例 ,例如 在 由 85 个 残 基 组 成 的 
高 电位 铁 蛋 白 中 就 有 31? 个 转角 ,而且 它们 都 位 于 分 子 的 表面 , 见 图 7. 31。 

亲 水 性 残 基 具 有 最 强烈 的 形成 R 转 角 的 倾向 ,这 是 由 于 8B 转 角 通 常 位 于 分 子 表面 的 原因 ; 
此 外 ,Gly 和 Pro 在 8 转角 中 也 是 常 网 的 ,已 发 现在 转角 的 中 央 两 个 残 基 中 ,大 约 有 2/13 是 
Pro-Asn 或 Pro-Gly, 
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图 7?, 25 *TF4T B UË FB 55 s & 
(a) 8 FB ËI El) Fr E Co PEL B ELCHE E: (c) 右 手 扫 曲 的 8 38 


7.4.2.4 突起 (B-bulge) 

B 突 起 是 B 折 生 结 构 中 的 两 个 连续 的 毛 键 之 间 的 一 个 突起 的 区 域 , 它 包 括 了 在 一 条 BB 链 上 
的 两 个 残 基 和 在 相 邻 的 另 一 条 链 上 的 一 个 残 基 。 图 7. 32 为 各 种 B 突 起 的 示意 图 ,典型 的 8 突起 
最 常 出 现在 反 平 行 的 8B 结构 的 罕 空 间 的 一 对 氢 键 之 间 , 而 且 残 基 1 ,2 和 z 的 侧 链 都 在 和 片 层 的 
同一 侧 . 残 基 1 的 构象 角 平 均 为 各 二 一 100°,y,= 二 一 45°, 接 近 于 a 螺旋 的 构象 ; 残 基 2 和 z 的 构象 
AFH 4, — — 140^ 4, — 160,8, — —100*, 9, — 130^ ETEA 89 9 EE L0 7. 33 为 B 
突起 的 实例 。 

B 突 起 不 如 8 转角 那么 普 记 ,但 是 ,8 突起 像 B 转 角 一 样 , 改 变 了 肽 链 的 方 雷 ,不 过 ,突起 
是 以 缓慢 得 多 的 方式 实现 的 .8 突起 经 常 出 现在 蛋白 质 的 活性 部 位 ,因此 ,人 们 猜测 8 突起 的 
另 一 个 可 能 的 功能 是 ,在 不 破坏 B 折 县 片 层 整体 结构 的 情况 下 ,对 突变 体 中 插入 或 删除 一 个 残 
基 起 调节 作用 。 

7.4.2.5 卷曲 或 无 规 卷曲 (coil 或 randon coil) ,紧密 “ 环 ”(compact loops) 和 “连接 ” 
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图 7. 26 Fie HERRERA FEA KA 


左 为 顶 面 观 , 右 为 侧面 观 ,(a) 马 坊 形 (乳酸 脱 气 酶 结构 域 1) 
(b)8 f (B$ E TRE RRD 


(connections) 

在 蛋白 质 中 ,右手 a 螺旋 和 伟 展 的 B 链 是 仅 有 的 两 种 具有 重复 的 多 和 乡 角 度 的 构象 .但 
是 ,蛋白 质 结构 中 的 大 部 分 是 由 十 分 有 序 的 但 不 重复 的 构象 所 组 成 的 ,通常 称 为 卷曲 或 无 规 卷 
曲 。 从 名 称 看 ,似乎 它 具 有 无 序 的 、 可 运动 的 .不 折 琶 的 涵 意 ,但 实际 上 它 是 有 序 的 .紧密 的 .而 
且 是 与 重复 的 二 级 结构 片段 一 样 稳定 的 ,由 于 它 是 不 重复 的 构象 ,因而 不 仅 具 有 主 链 氢 键 ,而 
且 常 有 侧 链 与 主 链 之 间 的 氨 键 .无 规 卷曲 包括 相当 不 同 的 两 大 类 : 即 各 种 紧密 “ 环 ” 以 及 二 级 结 
构 的 各 个 片段 之 间 的 各 种 “连接 ”。B 转角 可 以 看 成 是 最 短 的 环 和 连接 ,但 在 较 大 的 环 或 连接 中 
也 可 能 包含 BR 转角 。 

紧密 环 是 指 一 个 连续 的 肽 链 片段 在 三 维 空间 中 形成 的 一 种 环 状 构象 .此 片段 的 两 个 未 端 
之 闻 的 距离 很 小 ,因而 一 个 理想 化 了 的 环 的 主 链 折 破 像 一 个 希腊 字母 0, 因 而 又 称 为 0 环 (Q 
loops) 中 ,与 主要 以 主 链 结构 来 定义 和 使 之 稳定 的 二 级 结构 如 a 螺旋 .6 折 释 .转角 等 不 同 ， 
环 是 以 侧 链 来 定义 和 使 之 稳定 的 , 即 是 以 侧 链 间 的 相互 作用 而 形成 紧密 的 环 , 而 且 大 多 数 氢 键 
是 由 侧 链 形成 的 ;它们 的 主 链 找 角 是 非 重 复 性 的 ,而 且 主 链 NH 与 C=O 间 的 氢 键 即使 有 也 是 

110 


图 7. 27 RPR BNET IPC ER SCRI 
GOWA LB 0) CHE JE SER A AD COR RE CRUEL EAE 


图 7. 28 有 桶 的 顶 面 观 实例 


很 少 的。 简单 的 Q 环 是 以 下 述 三 个 标准 来 定义 的 ,(1) 片 怒 的 长 度 必须 是 6 一 16 个 残 基 。 若 短 于 
6 个 则 为 8 转角 。 从 表面 上 看 ,一 个 B 转 角 只 不 过 是 一 个 小 的 环 , 但 是 由 于 转角 长 度 为 3 一 5 个 残 
基 , 因 而 主 链 基 团 紧密 地 堆积 在 一 起 ,致使 侧 链 朝 外 伸 出 * 而 环 的 片段 较 大 ,无 此 立体 化 学 限 
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图 7.29 8 转角 的 两 种 主要 类 型 示意 图 
(a) 类 型 1 (普通 转角 );(b) 类 理工 (甘氨酸 转角 ) 


制 ,因此 侧 链 堆积 在 环 内 部 的 核心 中 。 环 的 长 度 的 高 限定 义 为 16 是 根据 大 多 数 实际 的 环 所 具有 
的 最 大 残 基数 ,(2) 是 无 规则 的 二 级 结构 ,由 这 一 标准 即 可 将 邻近 的 折枝 的 链 和 其 他 不 确定 
的 结构 与 其 区 分 开 来 (3) 片 段 两 末端 之 间 的 距离 , 即 从 片段 的 第 一 个 C, 到 最 后 一 个 C. 之 闻 
的 距离 ,必须 小 于 lnm;, 而 且 不 超过 在 所 考 虚 的 片段 中 任何 黄 个 C, 之 间 的 最 大 距离 的 2/3 .以 
这 一 标准 定义 的 片段 像 一 个 形状 的 环 .实际 观察 到 的 环 的 两 末端 间 的 距离 为 0. 37 一 1. 0nm。 
图 7. 34 为 典型 的 Q 环 的 实例 。 | 

Q 环 几乎 总 是 位 于 蛋白 质 分 子 的 表面 ,而且 在 具有 多 个 Q 环 的 蛋白 质 中 ,这 些 独 立 的 环 
在 空间 中 常常 成 能 地 分 布 , 见 图 7. 35。 

Q 环 的 氨基 酸 组 成 表明 ,在 BR 转角 中 最 常 存在 的 残 基 也 常 在 环 中 出 现 , 即 Gly,Pro,Asp， 
Asn,Ser。 此 外 ,在 Q 环 中 还 常 出 现 Tyr, 可 以 看 到 ,除了 Tyr 以 外 ,所 有 这 些 残 基 都 具有 短 的 
侧 链 ,而 且 除 了 Pro 以 外 都 是 极 性 的 、 亲 水 性 的 。 | 

由 于 环 几乎 总 是 位 于 蛋白 质 分 子 的 表面 ,而 且 具 有 特殊 的 构象 形式 ,因而 承担 了 重要 的 生 
物 学 功能 ,特别 是 生物 学 的 识别 功能 以 及 分 子 进化 的 突变 部 位 。 | 

在 蛋白 质 中 ,n 环 是 普 访 存在 的 ,在 小 蛋白 质 分 子 中 可 能 无 环 ;在 较 大 的 蛋白 质 中 ,平均 每 
个 分 子 具 有 大 约 4 个 环 , 环 中 残 基 约 占 分 子 残 基 总 数 的 21% ,虽然 环 在 经 典 的 二 级 结构 类 型 中 
是 属于 无 规 卷曲 ,但 事实 上 它们 是 高 度 紧密 的 亚 结构 ,而 且 还 可 能 是 独立 的 折 秋 单位 。 

在 蛋白 质 中 ,规则 的 二 级 结构 片段 之 间 的 “连接 ”, 除 了 前 面 已 经 讨论 过 的 8 转角 和 8B 突起 
常常 成 为 反 平行 BR 链 之 间 的 发 夹 < 连接 ”以 外 [ 见 图 7. 36], 还 有 一 些 相当 伸展 的 “条 带 ”(straps) 
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图 7?, 30 8B 转 角 的 实例 
(a) 类 型 I 1fb) 类 型 1! ; COE E ; QD 708 t S CO E PET CIE RS 


(e) 


也 成 为 各 种 一 级 结构 片段 之 间 的 “连接 ”, 按 照 所 连接 的 
二 级 结构 类 型 和 相对 位 置 ,可 和 将 “条 带 ” 分 成 不 同 的 类 
型 , (1) 短 的 反 平 行 的 和 短 的 垂直 的 a-a 连接 。 短 的 a-a 
连接 当 从 末端 观察 时 常 具有 “S” 形 状 , 见 图 7. 37。(2)B-a 
和 a- 连接 ,它们 具有 很 不 相同 的 长 度 和 构象 ,其 中 一 些 
短 的 连接 具有 相近 的 长 度 和 构象 以 及 残 基 种 类 .(3) 反 
平行 请 发 夹 连接 ,除了 转角 和 突起 以 外 , 另 一 种 类 型 
的 发 夹 连 接 是 所 请 的 “希腊 花边 连接 ” 《Greek key con- 
nection), XERA B E (harch). CE-A B H EHE 
ILI B L LKL UN 2 S E3 高 电 位 铁 复 各 的 主 链 结 和 
连接 , 见 图 7. 38. 最 常见 的 “希腊 花边 连接 "是 具有 4 -5 A 
个 残 基 的 条 带 型 连接 。 

随 着 高 分 辩 率 蛋白 质 品 体 结构 资料 的 迅速 增加 ,必然 还 将 在 无 规 卷 曲 中 发 现 新 的 构象 类 
型 。 

7.4.2.6 无 序 结构 (disordcred structure) 

无 序 结构 是 指 没有 确定 的 空间 结构 的 区 域 , 在 X 射线 衍射 分 析 法 所 得 到 的 电子 密度 图 上 
是 完全 看 不 到 的 或 是 比 蛋 白质 的 其 他 部 分 的 电子 密度 较为 弥散 的 区 域 。. 无 序 结构 是 相当 普遍 
地 存在 的 ,有 的 是 由 于 分 子 的 运动 引起 的 ;有 的 是 由 于 在 蛋白 质 晶体 中 各 个 分 子 的 这 个 区 域 其 
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图 7. 32 ”各 种 类 型 BB 突起 的 示意 图 
太 小 三 角形 分 别 代表 在 片 层 上 面 和 下面 的 出 链 


图 7. 33 BB 突起 的 实例 
(a)5 个 虽 型 的 了 B 突 起 的 又 合 比较 ;Cb)4 个 与 转角 类 型 《 右 下 方 》 
相连 接 的 非典 型 的 了 突起 的 又 合 比较 


有 不 同 的 构象 所 致 ,此 时 可 表示 为 不 同 的 特殊 构象 的 混合 物 . 许 多 暴露 于 溶剂 的 带电 荷 的 长 的 
MSE FÆ Lys, Arg le 等 常常 是 无 序 的 , 见 图 7. 39。 田 外 ,多 肽 链 的 NN 末端 和 C 末端 的 几 
个 残 基 , 假 者 不 包含 有 大 的 疏水 残 基 的 话 , 也 常常 是 无 序 的 。 
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[7.34 全 环 的 实例 
MEERE B so aC BE. I REEL GE (E Ih. CO LL OR cO 25407 540 88 
(od etg AERE EBEA -个 大 的 紧密 环 


-个 典型 的 环 ; 


图 7. 35 RESULTE IUBE m -- 6 E OR PIDE A14 OR EIL R) 


无 序 结构 在 一 些 情况 下 是 没有 重要 牛 物 学 意义 的 ,例如 有 些 实验 表明 , 切 掉 肽 链 末 端的 无 


序 部 分 的 残 基 , 并 不 引起 蛋白 质 活性 的 丧失 .但 在 有 一 些 情况 下 + 36 FE | 


区 域 具 有 十 分 确定 的 生 


物 功 能 ,如 在 某 些 配 体 结 合 位 置 处 , 当 配 体 不 存在 时 ,了 驮 段 是 完全 或 部 分 无 序 的 ;而 当 结合 了 配 


位 体 后 ,就 成 为 十 分 有 序 的 了 。 
7.4.2.2. 结构 水 


与 蛋白 质 分 子 结合 的 水 分 子 实际 上 是 蛋白 质 结构 的 一 部 分 ,与 大 晤 的 无 序 的 水 分 子 不 同 ， 


在 高 分 辩 率 电子 密度 图 中 可 以 精确 地 确定 它们 的 位 置 , 见 图 7. 40。 结 构 


水 分 子 对 维持 蛋白 质 三 


维 结构 的 稳定 性 起 着 定 的 作用 ,尤其 是 对 于 暴露 在 外 部 的 侧 链 的 构象 以 及 一 级 结构 的 末端 
的 稳定 性 起 着 决定 性 的 作用 .有 序 性 最 好 的 水 分 子 是 结合 在 带电 荷 的 侧 链 周 围 的 水 分 子 和 存 
在 于 量 白 质 分 子 表 面 的 钾 除 中 的 水 分 子 ,它们 常常 形成 氨 键 网 的 一 部 分 , 见 图 7?. 41。 男 一 些 水 


分 子 埋藏 在 蛋白 质 内 部 ,填充 侧 链 间 的 空 蕊 ,并 常常 与 蛋白 压 分 子 形成 


EL BL ELI EAS 


7. 42。 此 外 ,结构 水 分 子 有 时 甚至 占据 了 活性 中 心 的 部 分 空间 ,与 蛋白 质 的 生物 功能 有 着 密切 
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(a) (b) 


图 7, 36 E EB &E lB] A cx 8535 P| 
(a)B 35 E 2p E He Op EE REL ILLE Po EE 3E 20— 20) 
(b) 转角 加 8 突起 作为 连接 (Actinoxanthin 残 基 68 一 81) 


图 7. 37 短 的 a-a 连接 的 实例 
SLE ZF E q G93833—a5 6 k S EE 


图 7.38 由 5 个 残 基 形 或 的 一 个 “希腊 花边 连接 ”的 实例 


图 7. 39 ”无 序 结构 的 实例 一 REEE GO. 12nm 分 辩 率 电子 密度 图 
(a) 有 序 的 Lys461(b) 无 序 的 Lys3 


的 关系 。 例 如 胰 蛋 白 酶 的 底 物 的 特异 性 水 解 位 点 Arg R Lys 带 正 电 荷 的 侧 链 , 是 通过 水 分 子 
HsO414 和 HzO416 与 胰 蛋 白 酶 活性 中 心 的 底 物 结合 口袋 中 带 负 电荷 的 Asp 形成 氧 键 而 结合 
的 , 见 图 7. 43。 


7.40 EARRAK 
红 察 氢 还 蛋白 0. 12nm 分 辨 率 主 链 结 构 ,o 代表 水 分 子 


7.4, 2.8 二 硫 键 在 蛋白 质 空间 结构 中 的 重要 作用 

二 硫 键 一 S 一 S 一 属于 共 价 键 ,因而 应 属于 一 级 结构 讨论 的 范围 而且, 和 蛋白质 通常 能 在 没 
有 二 硫 键 或 在 二 硫 键 形成 以 前 正确 地 折 和 登 成 确定 的 空间 结构 。 但 是 ,二 硫 键 的 形成 产 上 本 了 局 部 
的 特异 性 ,并 增加 了 蛋白 质 的 稳定 性 ,因此 ,实际 上 二 硫 键 是 更 多 地 以 二 级 结构 单元 的 作用 而 
影响 蛋白 质 的 空间 结构 的 。 

二 硫 键 的 各 个 构象 角 的 定义 见 图 7. 44。 所 有 资料 表明 ,二 硫 键 的 C.—C. 距离 为 0. 4 一 
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图 ?7.41 EUROTEAM KI FARR 
0. 12nm ARRIR SL EE E EI J SF , R h B EH ARROKA TT eR E , BIfr EER D 


图 7.42 SO Ok ay TEJE REAREA [LE dU 


0. 9nm, 其 中 大 多 数 在 0. 44--0. 68nm 之 间 : 无 论 在 小 分 子 中 或 在 蛋白 质 中 ,都 存在 有 右手 和 左 
手 构 象 型 式 的 二 硫 键 , 见 图 7. 45 中 和 量 白质 的 二 琉 键 实 例 . 大 多 数 右 手 型 和 左手 型 的 C. 一 C. 平 
均 上 距离 和 各 个 构象 角 的 近似 值 见 表 ?7. 3。 

37.3 二 硫 键 的 构象 


二 硫 雏 在 蛋白 质 分 子 中 的 分 布 和 位 置 是 无 规律 的 ,但 是 两 个 半 胱 氨 酸 之 间 至 少 有 两 个 残 
118 


图 7.43 ” 胰 蛋 白梅 活性 中 心 的 底 物 结合 口袋 中 的 结构 水 分 子 
脾脏 爱 蛋 白 钥 拙 制剂 Lys1l5 通 过 水 分 了 414 和 416 与 酶 形成 氨 键 


图 7. 44 ”二 硫 键 的 构象 角 定义 


基 相间 隔 才 能 形成 二 硫 键 ;二 硫 键 的 两 端 大 多 为 伸展 的 构象 ,其 中 有 的 实际 上 是 8 折 鸽 片 层 的 
一 部 分 ;二 硫 键 一 般 不 可 能 连接 同一 个 B 片 层 中 的 相 邻 肽 段 ;二 硫 键 的 一 端 连 至 一 个 a 螺旋 ， 
另 一 端 连 至 一 条 伸展 的 链 或 了 B 转 角 或 末端 不 规则 的 < 螺旋 ,也 是 十 分 普遍 的 ;但 很 少 为 两 端 者 
EF a 螺旋 ;二 硫 键 未 端的 另 一 种 常见 的 主 链 构象 是 一 个 8 转角 ,有 时 二 硫 键 是 转角 的 继续 。 
7.4.3 球状 蛋白 质 的 三 级 结构 
蛋白 质 的 折 码 过 程 是 将 多 肽 链 排列 成 一 个 正确 的 三 级 结构 .也 就 是 说 ,蛋白 质 的 三 级 结构 
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图 7. 45 ”二 硫 键 的 实例 
(a) 32 GI IK BE A): MEFA RRR S) 


是 多 肽 链 的 最 后 折 秋 状态 .虽然 从 蛋白 换 的 晶体 结构 中 看 到 了 干 变 万 化 的 三 级 结构 ,但 是 却 是 
十 分 有 规律 的 ,首先 ,各 种 二 级 结构 单元 以 一 定 的 方式 结合 形成 较 大 的 折 友 单位 以 及 更 大 的 结 
构 域 ;而 且 , 所 有 这 些 已 知 晶 体 结构 的 蛋白 质 分 子 的 结构 域 或 整体 三 级 结构 都 可 归属 于 几 种 白 
局 类 型 之 中 。 

7.4.3.1 标准 折 秋 单位 (standard folding units) 

球状 蛋白 质 的 三 级 结构 中 存在 着 某 些 标准 折 有 登 单位 。 若 将 各 种 二 级 结构 单元 比喻 成 化 学 
中 的 “元 素 ”, 那 么 标准 折 释 单位 则 是 化 学 中 的 “ 根 ” 或 “ 基 团 ”, 因 而 又 被 称 为 超 二 级 结构 (super 
secondary structure)。 也 就 是 说 ,两 种 主要 的 二 级 结构 单元 即 o RIER OEA ALEE 
列 成 多 种 确定 的 折 码 类 型 .常见 的 三 种 标准 折 登 单位 表示 为 (xca) (BO DA Caf , AT. 46。 
(aa) 单 位 是 由 两 个 相 邻 的 a 螺旋 形成 的 ,两 者 之 间 由 一 条 肽 链 相连 ; (BB) 单 位 是 由 了 8B 折 闪 链 形 
成 的 ,连接 处 可 为 发 来 结构 ;(pBu8) 单 位 也 是 由 及 扩 亚 链 形 成 的 ,不 过 是 由 一 个 不 规则 的 环 链 或 
一 个 a 螺旋 将 8 折 释 的 两 条 平行 链 的 末端 连接 起 来 ,图 7. 46 中 以 示意 图 和 据 扑 图 两 种 方式 表 
示 这 些 折 杰 单位 以 及 和 蛋白质 三 级 结构 的 特点 。 

拓扑 学 作为 几何 学 中 的 一 个 分 支 , 它 仍然 是 研究 图 形 或 形状 的 科学 , 它 研究 的 是 图 形 在 连 
续 变 形 情况 下 的 不 变 的 整体 性 质 。 用 拓扑 图 描述 蛋白 质 的 三 维 结构 ,虽然 不 十 分 清晰 ,但 是 其 
优点 在 于 保留 了 较 多 的 三 维 结构 特点 ,是 一 个 整体 图 形 。 它 用 一 个 二 维 的 平面 图 代表 了 三 维 的 
立体 结构 ,而 若 用 三 维 结构 图 , 则 需 用 许多 个 不 同 的 图 才能 描绘 一 个 立体 结构 .用 一 个 简单 的 
不 含糊 的 拓扑 图 可 以 描述 各 二 级 结构 单元 之 间 的 连接 情况 和 三 级 结构 中 肽 链 的 走向 等 结构 特 
点 ,虽然 在 文献 中 可 以 看 到 以 不 同方 式 表示 的 这 种 拓扑 图 所 "3 。 每 个 拓扑 图 的 形式 和 和 名称 是 
按照 每 个 连接 跳 过 多 少 个 R 了 股 或 “螺旋 以 及 连接 的 方向 而 定 的 ,而 与 连接 环 的 结构 种 类 和 和 构 
象 无 关 。 例 如 用 “十 1" 表 示 连 接 相 邻 两 条 链 的 发 夹 连接 ,如 图 7. 23(a); 若 为 交叉 连接 , 则 加 一 
个 字母 “X”。 例 如 图 7. 23(b) 中 连接 相 邻 两 条 6 链 的 交叉 连接 ,表示 为 “十 1X”; 跳 过 一 条 8 链 的 
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N 
(a) cb) (c) 
图 ?.46 标准 折 琶 单位 
{a}la0) ; (b>(085; (e) CBafD 。 L28383 OE EB ME FOR & 螺旋 RRE pork, 
TBS THER. O RE B 88 ORE a 螺旋 


发 夹 连接 或 交叉 连接 则 分 别 表 示 为 “十 2? 或 “十 2X?" 等 等 .对 于 一 个 具有 # 条 日 链 的 B 片 层 来 
说 , 则 从 N 末端 开始 ,逐个 列 出 它 的 所 有 的 连接 ,直至 第 > 一 1 个 连接 。 例 如 图 7. 47 (a BS RICE 
还 蛋白 可 描述 为 “十 ]X, 一 2X. 一 1X, 二 1X” 或 “一 1] 了 ,十 2X ,十 1 和 ,十 1 和 ”其 中 正 或 负 符号 是 
没有 意义 的 ,因为 片 层 可 以 翻转 过 来 看 ,还 可 以 用 一 个 简化 了 的 拓扑 图 来 描述 它 的 整体 结构 ， 
见 图 7. 47(b) 。 


—1X, +2X, +1X, +1X 


th) 


597.47. 黄 素 氧 还 蛋白 的 结构 ,简化 拓扑 图 和 它 的 名 称 


在 上 述 折 意 单位 中 ,螺旋 -螺旋 接触 时 ,一 个 蝶 施 表面 的 隆起 总 是 对 着 另 一 个 螺旋 的 横 沟 ， 
并 且 螺 旋 轴 相互 形成 一 定 的 角度 ;螺旋 -B 折 番 链 相互 接触 时 ,常常 是 两 者 的 轴 接 近 于 平行 ;8 
HA- 折 释 链 相 互 接触 时 , 雇 定 于 它们 的 扭曲 程度 。 

在 球状 蛋白 质 中 所 观察 到 的 所 有 三 级 结构 ,都 下 是 杂乱 无 规 的 ,而 是 可 以 用 上 述 这 些 折 埠 
单位 以 及 它们 的 组 合 型 来 描述 的 。 
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7.4.3.2 结构 域 (domain) 

在 较 大 的 球状 蛋白 质 中 ,一 条 多 肽 链 经 常 折 有 登 成 几 个 各 自 局 部 结构 紧密 的 , 半 独 立 的 球形 
结构 区 域 , 称 为 结构 域 , 一 般 来 说 ,一 个 结构 域 可 以 包含 在 序列 中 为 连续 的 40 一 400 个 以 上 的 残 
基 , 最 常见 的 为 100 一 200 个 残 基 . 图 7.48 中 的 一 些 实例 表明 了 在 一 个 所 白质 分 子 中 ,可 以 包含 2 
个 ,3 个 或 多 个 结构 域 ;各 个 结构 域 可 能 是 相似 的 ,也 可 能 是 完全 不 同 的 结构 类 型 ;结构 域 之 间 
的 连接 ,有 的 是 十 分 紧密 的 ,有 的 是 由 一 条 肽 链 形成 的 柔软 的 连接 ;结构 域 之 间 常 常 形成 裂 孙 ， 
蛋白 质 的 活性 部 位 和 酶 的 底 物 结合 部 位 常常 在 裂 随 中 .虽然 关于 结构 域 的 定义 Ca3s'5 有 很 不 
相同 的 描述 方式 ,特别 是 在 关于 结构 域 究竟 能 小 到 什么 程度 这 个 问题 上 还 有 一 些 争执 ,但 这 些 
分 歧 并 不 重要 。 | I 

以 笔者 5 参加 分 析 的 大 肠 杆 菌 麦芽 糖 结合 蛋白 为 例 [ 见 图 7. 48(a)]。 它 是 由 370 个 氨基 酸 
残 基 组 成 的 ,分子量 为 40622 省 尔 顿 。 其 分 子 结构 呈 线 度 为 6, 5nmX4.0nmX3. 0nm 的 椭圆 形 ， 
它 是 由 两 个 球状 的 结构 域 所 组 成 的 ,两 者 由 一 个 1. 8nm 深 、 底 部 线 度 为 0. 9nm x< 1. 8nm BJ SE Bz 
或 沟 分 开 , 将 这 两 个 结构 域 分 别称 为 N 结构 域 (含有 N 末端 ) 和 C 结构 域 (含有 C 末端 ),N 结 
构 域 ( 左 ) 由 肽 片段 1 一 109 和 272--319 组 成 ;C 结构 域 ( 右 ) 由 肽 片段 114 一 267 和 334 一 370 组 成 ， 
它 可 以 进一步 分 成 两 个 部 分 , 较 大 的 部 分 称 为 Ci 结构 域 ( 右 上 方 ), 较 小 的 称 为 C; 结 构 域 ( 右 下 
方 )。N 结构 域 与 C 结构 域 具 有 十 分 相似 的 二 级 结构 元 素 的 排列 ( 即 超 二 级 结构 ) ,都 具有 一 个 
5 股 的 中 央 B 片 层 核 心 ,在 片 层 的 溢 侧 都 各 具有 2 个 或 3 个 a 螺旋 。 两 个 结构 域 之 间 仅 由 3 段 肽 链 
相连 接 ,形成 锋 际 麦芽 糖 埋 在 分 子 中 部 的 这 两 个 结构 域 之 间 的 锋 嘴 中 ,以 氨 键 和 范 德 华 力 相 
互 作用 而 与 该 蛋白 质 相 结合 ,并 被 运输 至 菌 体内 。 l 

图 7. 48(b 为 丙酮 酸 激酶 .可 以 看 到 , 它 具 有 3 个 结构 完全 不 同 的 结构 域 。 f 

结构 域 的 另 一 个 最 重要 的 生物 学 功能 是 运动 。 结 构 域 有 叶 能 作为 独立 的 刚体 而 运动 ,结构 
域 之 向 柔性 的 连接 对 于 底 物 的 结合 、. 变 构 的 控制 以 及 分 子 整体 的 组 装 等 都 具有 决定 性 意义 , 合 
如 图 7. 48(c) 中 的 己 糖 激酶 结构 。 当 它 未 结合 葡萄 糖分 子 时 , 酶 分 子 的 底 物 结合 部 位 的 局 部 构 
象 较为 松弛 ,而 当 它 结合 了 葡萄 糖 以 后 , 则 变 得 较为 紧密 。 结 构 域 的 再 一 个 重要 功能 可 能 是 作 
为 分 子 的 建造 单元 以 利于 有 效 的 组 装 . 可 以 假定 ,在 蛋白 质 生物 合成 过 程 中 ,各 个 结构 域 独立 
地 折 秋 起 来 ,然后 迅速 组 装 成 分 子 整体 ,这 样 ,加 速 了 蛋白 质 大 分 子 的 折 亚 过程 以 适应 生物 学 
的 要 求 。 

关于 结构 域 的 概念 ,除了 上 述 有 关 结 爸 紧 密 性 的 纯 几 何 学 概念 以 外 ,还 有 另外 两 个 相对 独 
立 的 概念 。 一 是 在 蛋白 质 被 水 解 或 酶 解 成 各 结构 域 肽 链 片段 时 ,各 结构 域 仍 能 折 和 登 成 稳定 的 结 
TJ ,甚至 还 保留 了 生物 活性 ; 另 一 个 是 遗传 学 的 概念 ,一 些 蛋白 质 的 结构 域 的 分 割 与 DNA 中 
的 外 显 子 十 分 精确 地 符合 ,因此 ,结构 域 不 仅仅 是 折 秋 的 单位 ,而 且 还 可 能 是 结构 和 功能 的 单 
位 以 及 遗传 的 单位 ,最 有 趣 的 是 ,在 一 些 具 有 不 同 功能 的 蛋白 质 中 具有 相同 的 结构 域 .例如 所 
请 “ 核 音 酸 结合 结构 域 ”(nucleotide binding domain), W BE 7. 52。 这 说 明 这 些 蛋 和 白质 ,至 少 它 们 
的 一 个 结构 域 ,是 由 一 个 共同 的 祖先 进化 而 来 的 。 

7.4.3.3 三 级 结构 的 折 春 类 型 

_ 虽然 蛋白 质 以 及 它们 的 结构 域 的 三 级 结构 多 种 多 样 ,但 是 仍然 存在 着 一 些 规律 ,可 以 将 它 
” 们 归纳 为 几 种 折 且 类型。 由 于 同一 个 蛋白 质 中 的 各 个 结构 域 常 常 是 完全 不 同 的 ,因此 车 以 结构 
域 为 单位 来 对 蛋白 质 的 三 级 结构 的 折 秋 型 式 进行 分 类 ,问题 就 变 得 简单 得 多 。 到 且 前 为 止 , 根 
据 每 个 结构 域 中 二 级 结构 的 类 型 .数量 各 组合, 主 链 骨 架 的 各 层 相对 于 朴 水 核心 的 数目 和 形 
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图 7.48 APERIRA E 
Ca) 豆芽 糖 结合 蛋白 , 1 RREFEN T I CONBEMBOT TEL (c) 己 杭 激 覆 , 深 色 为 葡萄 糖分 子 


状 ,以 及 在 一 层 中 肽 链 之 间 连 接 的 拓扑 图 等 ,可 将 结构 域 的 三 级 结构 分 成 四 种 主要 类 型 , 即 反 
平行 a, 平行 a/B, 反 平行 8 以 及 不 规则 的 小 结构 四 类 ,大 约 3/4 的 已 知 强 魏 质 结构 可 以 用 这 四 
BRE mp SR 
第 一 类 为 全 ,这 类 三 级 结 梅 是 由 a 螺旋 组 成 的 ,它们 的 螺旋 以 平行 的 层 或 组 排列 起 来 、 
而 且 实际 上 它们 总 是 为 反 平 行 的 或 接近 于 程 直 的 ,全 类 型 中 最 简单 的 亚 类 是 所 谓 升降 螺旋 
$i (up-and-down helix bundle), 即 相 邻 的 “螺旋 反 向 排列 , 头 尾 相连 ,形成 近似 于 一 个 简 形 的 
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螺旋 捆 或 螺旋 簇 ,最 普遍 的 是 4- 螺 旋 反 ,4 个 a 螺旋 形成 稳定 的 两 层 的 结构 ,如 图 7, 495728. 2 
今 只 用 个 3- 螺 旋 盾 的 例子 和 一 个 2- 螺 旋 对 的 例子 以 及 极 少数 几 个 较 大 的 螺旋 搜 的 例子 。 在 
膜 蛋 白 中 ,由 于 每 个 a 螺旋 都 跨越 膜 ,因而 具有 比 球状 蛋 珀 质 中 更 为 糖 确 地 反 平 行 的 螺旋 捆 。 


图 7. 49 反 平 行 "螺旋 扫 的 结构 未 意图 (a) 和 实例 :细胞 色素 bsb) 


上 述 这 种 由 最 靠近 的 相 邻 的 二 级 结构 单元 想 互 折 亚 在 一 起 的 现象 是 蛋白 质 折 县 的 最 常见 的 规 
律 之 一 ,这 可 能 是 由 于 从 统计 学 上 看 , 鸭 链 的 两 个 相 邻 片段 比分 离 的 片段 折 友 到 一 起 更 为 巨 
速 .全 a 类 型 的 另 个 亚 类 是 所 谓 的 希腊 花边 螺旋 振 (Greek key helix bundle) ,这 是 由 于 它 很 
像 希 腊 花 瓶 上 常见 的 回 形 灸 边 。 它 不 如 升降 螺旋 捆 常 见 。 这 种 结构 是 由 连续 的 螺旋 对 接近 于 相 
HEBDO BK ,并 且 大 多 以 来 端 处 相 邻 序列 的 残 基 相 连接 ,形似 回 形 花 边 , 见 图 7. 50。 在 全 


图 7.50 和 希腊 花边 螺旋 捆 的 实例 
(a) ZEE. B Eb) ne B 8 EL BB 25 HJ Ek 2 


a 蛋白 质 中 ,还 有 一 些 是 各 亚 类 的 混杂 型 .全 a 蛋白 质 多 为 两 层 的 结构 ,也 发 现 有 三 层 a 螺旋 
的 结构 。 
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第 二 类 为 平行 a/B。 这 类 结构 是 由 a 螺旋 和 8 折 径 链 沿 着 肽 链 的 方向 交替 存在 ,并 折 秋 组 
成 多 层 的 结构 ,平行 B 折 合 片 层 在 内 部 ,a 螺旋 形成 外 部 覆盖 层 . 这 种 结构 是 由 上 节 中 所 讨论 
过 的 标准 折 释 单位 (BapB) 或 交叉 连接 所 建造 起 来 的 ,而 且 绝 大 多 数 为 右手 交叉 连接 .平行 a/8 
结构 的 第 一 个 主要 的 亚 类 称 为 单 绕 平行 B 桶 (singly wound parallel beta barrel) 。 在 它 的 中 央 
部 位 为 一 个 由 8 条 平行 B 链 组 成 的 8 桶 ,并 由 8 个 «螺旋 以 右手 交 丸 连接 形式 沿 着 同一 方向 逐 
个 连接 相 邻 的 8B 链 ,形成 与 中 央 有 8 桶 同 轴 的 外 简 , 见 图 7. 51 中 的 实例 ,平行 a/B 结构 的 第 二 个 


图 7. 51 单 绕 平 行 B 桶 的 实例 
(ai B DNE M BE COO ERR H WH EE Ft PJ E 


亚 类 称 为 双 绕 平行 8 片 层 (doubly wound parallel beta sheets) ,或 称 为 核 苷 酸 结合 结 构 域 (nu- 
cleotide-binding domains), 见 图 7. 52 中 的 实例 .这 种 结构 域 的 中 央 部 位 是 由 4 一 9 股 完全 平行 
的 或 接近 于 平行 的 B 链 所 形成 的 扭曲 的 马鞍 形 的 一 层 B8 折 肥 片 层 结构 ,a 螺旋 在 链 间 形成 右手 
交叉 连接 ,并 在 8B 折 登 片 层 的 两 侧 各 形成 一 层 w SERIE. POE HH CE VALERE ELE e RU PE 
的 ,仅仅 在 末端 和 边缘 的 了 了 股 是 亲 水 性 的 ,这 通常 是 平行 8 结构 的 特征 ,在 这 些 结构 域 中 , 肽 链 
通常 从 B 折 苍 片 层 的 中 部 起 始 , 由 a 螺旋 在 最 掌 近 的 两 个 8 股 之 间 形 成 右手 交叉 连接 并 覆盖 
片 层 的 一 侧 ,然后 改变 方向 返回 到 片 层 的 中 部 并 绕 向 狠 盖 片 层 的 另 一 侧 ,. 核 苔 酸 结合 结构 域 是 
以 NAD 为 辅 基 的 各 种 蛋白 质 所 共有 的 结构 类 型 ,在 B 折 准 片 层 的 C 末端 处 有 一 个 单 核 车 酸 
或 二 核 昔 酸 结合 位 置 , 肽 链 在 此 处 改变 方向 .具有 这 种 结构 的 结构 域 或 蛋白 质 ,很 可 能 是 从 一 
个 共同 的 祖先 岐 化 进化 而 来 的 ,其 中 有 许多 是 糖 酵 解 途径 中 的 酶 。 

第 三 类 为 反 平 行 B 结 构 。 像 平行 a/B 类 一 样 , 反 平行 B 结 构 也 能 形成 8 桶 和 单 片 层 ,但 是 它 
们 的 拓扑 图 以 及 其 他 结构 是 不 同 于 a/B 蛋白 质 的 . 反 平行 B 结构 中 最 常见 的 亚 类 是 所 谓 的 “和 希 
ETEW B Ri" CGreek key B-barrel) , 见 图 7?. 53。 这 种 结构 的 三 维 拓扑 图 挫 平 后 的 二 维 拓扑 图 很 
像 希腊 花瓶 上 常见 的 回 形 镶 边 ,因而 得 名 .所 有 这 类 结 攀 的 共同 特点 是 至 少 有 一 条 (可 多 至 4 
条 ) 链 间 连 接 是 跳 过 相 邻 的 B 链 因而 是 跨 过 桶 的 一 端的 . 除 个 别 例外 ,希腊 花边 桶 当 从 外 部 
观看 时 , 链 是 反 时 针 方 向 盘 绕 的 ,而 且 在 桶 的 相对 着 的 两 边 之 间 为 右手 交叉 连接 。, 反 平行 8 类 
中 的 另 一 个 亚 类 是 所 谓 的 * 开 面 夹心 " 缚 构 (open-face sandwich), 见 图 7. 54。 它 具有 3 一 15 股 链 
的 单 层 反 平行 B 片 雇 , 虽 也 是 扭曲 的 ,但 不 封闭 成 笑 形 . 在 片 层 的 一 侧 有 一 层 a 螺旋 和 一 些 环 ， 
腺 常 在 B 片 层 与 螺旋 层 之 间 为 琉 水 侧 链 。 在 小 蛋白 质 中 , 片 层 的 另 一 侧 是 暴露 于 溶剂 的 ,而 在 
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图 7. 52 双 绕 平行 8 片 层 结构 ( 核 背 


酸 结 合 结构 域 ? 的 实例 
Ca) 枯草 杆 昔 蛋 白 酶 ,(b) 已 糖 激酶 
结构 域 1: Co BERE LU BERE E 2 


较 大 的 蛋白 质 中 , 它 可 能 与 其 他 结构 或 亚 基 接 
触 .在 反 平行 8 类 中 还 有 一 种 所 谓 的 升降 外 桶 
Cup-and down f-barrel) XE 25, W, BE] 7. 55。 在 这 
种 结构 中 , 相 邻 链 间 具有 发 夹 连接 ,类 似 于 升 
降 螺 旋 捆 .不 过 ,这 种 亚 类 结构 是 较 少见 的 。 

第 四 种 类 型 是 小 的 不 规则 的 结构 ,许多 很 
小 的 蛋白 质 是 很 难以 归 类 到 前 述 任何 一 种 结 
构 类 型 中 的 ,它们 的 结构 常常 是 不 规则 的 ,只 
具有 相当 少量 的 二 级 结构 ,而 且 不 组 织 成 较 大 
的 结构 单位 ,它们 常常 是 富 合 二 硫 键 或 半 胱 氨 
酸 的 ,或 者 是 富 含 金属 或 非 及 基 轩 的 小 蛋白 
质 , 见 图 7. 56. 但 是 ,存在 一 个 规律 , 即 二 硫 刍 
与 金属 或 非 掀 基 团 是 不 相 容 的 。 因 而 将 小 的 不 
规则 结构 分 成 富 含 二 硫 键 和 富 含 金 属 的 两 个 
亚 类 .这 种 限制 很 可 能 与 肽 链 折 玖 时 或 折合 
后 ,二 硫 键 如 何 形成 或 非 及 基 团 如 何 结合 到 蛋 
白质 中 去 有 关 。 在 这 类 看 白质 中 ,除了 在 其 他 
多 数 蛋 白质 中 的 二 级 结构 单元 之 外 ,二 硫 键 或 
非 及 村 团 的 几何 学 和 堆积 方式 也 是 极其 重要 
的 因 豆 ,因此 , 若 当 二 硫 键 被 破坏 或 失去 非 肝 
基 团 时 ,这 些 蛋 白质 往往 就 不 能 保持 天 然 三 级 
结构 。 

7.4.8.4 球状 蛋白 质 按 三 级 结构 分 类 

假若 以 三 级 结构 中 a Pi EET 1717] 
的 存在 与 否 以 及 它们 的 排列 方式 来 对 球状 蛋 
白质 进行 分 类 ,可 以 将 它们 分 成 4 个 主要 类 型 。 
图 7. 57 中 列 出 了 这 4 种 类 型 的 拓扑 图 实例 。 

第 1 类 ,a; 这 类 看 白质 由 a 螺旋 以 不 规则 
构象 的 链 连 接 而 成 .其 中 a 螺旋 不 一 定 是 平行 
的 ,它们 通常 形成 两 层 螺旋 。 

第 1 类 ,B; 这 类 蛋白 质 由 8 ir HH 
成 ,不 含 或 只 含有 极 少 量 a 螺旋 。 它 们 通常 形 
成 两 层 8 折 县 片 层 。 

第 Y 3 ar B: ERREA H La 螺旋 和 8B 


折 登 两 种 主要 的 二 级 结构 单元 都 存在 .它们 在 大 多 数 情 况 下 也 是 双 层 的 。 

第 有 类 ,a/B: 这 是 "螺旋 和 有 8 折 释 都 存在 的 另 一 种 类 型 .不 过 ,在 这 类 和 蛋白质 中 ,螺旋 和 8 
折 秋 的 链 是 沿 着 肽 链 的 方向 交替 存在 钓 , 这 些 蛋 白质 较 大 ,结构 较 复杂 ,通常 形成 夹心 的 3 层 结 
构 ,B 折 有 在 内 部 ,a 螺旋 在 两 侧 .甚至 形成 4 层 . 看 来 ,没有 一 个 蛋白 质 为 一 层 结构 而 是 稳定 的 ， 


因为 至 少 要 有 两 层 才 能 埋藏 想 水 核 。 
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(d) 
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ORRERA O 免疫 球 蛋 白 VL 结构 域 ;(c) 前 清 蛋 白 !(d) 前 清 蛋白 的 三 维 拓扑 图 
(e) 将 三 维 拓扑 图 排 开 后 的 二 维 拓 扑 图 ; CO E B LE REL ERR 


7.4.4 球状 蛋白 质 的 四 级 结构 
许多 蛋白 质 分 子 作为 一 个 活性 单位 和 结构 单位 的 整体 来 看 ,是 由 两 条 以 上 独立 肽 链 组 成 
的 .这 些 肽 链 相 互 以 非 共 价 键 (包括 氨 键 . 疲 水 作用 和 盐 键 等 ) 连 接 成 一 个 硼 当 稳定 的 结构 , 实 
质 上 是 一 种 缔 合 作用 。 这 些 独立 的 耿 链 称 为 亚 基 (subunit), 多 个 亚 基 缔 合成 一 个 蛋白 质 分 子 。 
四 级 结构 亚 基 的 概念 最 初 来 自 于 病毒 的 蛋白 质 亚 基 .J.I. Harris 等 人 "5 用 蛋白 质 末 端 基 团 测 
定 方法 发 现 烟草 花 叶 病毒 (TMV7? 具 有 许多 相同 的 分 子 量 约 为 17000 道 尔 顿 的 蛋白 质 亚 基 , 后 
来 亚 基 的 概念 被 推广 应 用 于 人 蛋白质 分 子 中 ,两 个 亚 基 的 缔 合 体 称 为 二 聚 体 , 三 个 亚 基 的 缔 合 体 
称 为 三 聚 体 , 同 理 有 四 聚 体 , 五 聚 体 ,六 聚 体 … 等 等 。 亚 基 的 这 种 聚合 的 空间 排列 和 结合 的 性 质 
称 为 四 级 结构 。 一 个 蛋 忽 质 的 亚 基 可 以 是 相同 的 ,也 可 以 是 不 相同 但 密切 相关 的 . 亚 基 一 般 以 
希腊 字母 aB, Y, 等 命名 ,例如 血红 蛋 白 分 子 包 合 名 亚 基 和 B 亚 基 各 2 个 ,表示 为 oz 有 (分 子 为 
VUE (RO , 促 申 状 腺 素 为 x8( 分 子 为 二 聚 体 ), 神 经 生长 因子 为 eBY( 分 子 为 三 聚 体 ) 等 等 ,具有 四 
级 结构 的 蛋白 质 相当 多 .蛋白质 亚 基 的 缔 合 ,. 解 离 变 化 以 及 空间 结构 的 变化 与 它们 的 生物 学 功 
能 有 着 密切 的 关系 。 . 
用 入 射线 衡 射 法 和 电子 显微镜 技术 可 以 观察 到 蛋白 质 的 四 级 结构 .特别 是 X 射线 分 析 法 
已 成 功 地 精确 测定 了 一 些 蛋 白质 的 四 级 结构 ,为 疼 明 四 级 结 梅 与 生物 学 功能 的 关系 提供 了 论 
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图 7. 55 升降 8 桶 亚 类 结构 的 实例 
(a) 黄 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 !(b) 视 黄 醇 结合 蛋白 


据 。 
7.4.4.1 亚 基 的 空间 排列 方式 

蛋白 质 的 四 级 结构 是 由 若 千 个 球形 亚 基 高 度 有 序 地 组 织 形 成 的 一 个 具有 生物 学 功能 的 聚 
合体 .可 以 将 它们 分 成 两 种 不 同 的 基本 类 型 

第 一 种 类 型 是 由 各 不 相同 的 亚 基 组 装 的 , 它 包 括 从 不 同类 型 亚 基 的 二 聚 体 分 子 直 到 多 个 
不 同类 型 亚 基 的 复杂 的 组 装 如 染色 质 核 小 体 中 的 组 蛋白 八 聚 体 ( 见 第 十 章 图 10. 5,10. 6) 以 及 
核 粮 核 蛋 白 体 ( 它 还 含有 核酸 ) 等 ,在 这 种 类 型 的 四 级 结构 中 ,各 个 不 同 的 亚 基 与 其 相 邻 的 每 一 
个 亚 基 之 间 的 相互 作用 具有 不 同 的 特殊 性 质 ,而 号 这 些 相互 作用 只 有 在 某 一 种 聚集 排列 中 才 
存在 ,因此 这 类 整体 结构 复杂 的 四 级 结构 具有 高 度 不 规则 的 几何 学 形状 。 
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图 ?7.56 小 的 不 规则 结构 类 型 实例 
AA TRH LIE YE SF 58 38 RESI MO (a y FU BR UE 
(b); BE SERIE EERE (OMME XC c (d) 


第 二 种 类 型 的 四 级 结构 是 由 一 种 或 几 种 不 同 亚 基 的 多 考 贝 组 装 成 的 聚合 物 分 子 。 由 于 亚 
基 之 间 的 特殊 的 结构 相互 作用 重复 出 声 ,因而 这 些 聚 合 物 具 有 规则 的 几何 学 排列 ,这 类 四 级 结 
构 是 较为 常见 的 ,由 于 蛋白 质 是 由 手 性 的 LL- 氨基 酸 所 组 成 ,因而 是 不 对 称 的 分 子 , 所 以 四 级 结 
构 最 简单 的 花样 可 以 是 线性 的 聚合 物 .例如 肌肉 结构 蛋白 中 的 肌 动 蛋白 和 职 球 重 白 等 各 自 以 
线性 缔 合 成 细 丝 和 粗 丝 ,这 两 种 肌 丝 在 肌 动 蛋白 和 肌 球 蛋白 的 相互 作用 下 产生 收缩 作用 。 又 便 
如 在 血液 兹 固 社 程 中 ,首先 由 血 纤 蛋白 诛 变 为 血 纤 蛋白 ,然后 血 纤 蛋 冉 线性 缔 合 成 大 分 子 而 使 
血液 凝 男 .在 线性 聚合 分 子 中 , 祖 邻 亚 基 之 间 特 殊 的 结构 相 屯 作 用 重复 出 现 ,继续 加 入 亚 基 可 
以 延伸 。 比 线性 排列 稍为 常见 的 是 相同 亚 基 的 螺旋 排列 ,在 这 种 四 级 结构 中 ,各 个 亚 基 与 相 邻 
的 各 亚 基 之 间 具 有 不 同 的 ,局 部 的 相互 作用 ,但 是 这 种 相互 作用 对 于 每 -- 个 亚 基 来 说 是 重复 
的 。 最 明显 的 例子 是 棒状 病毒 和 丝 状 病毒 ( 见 第 刻章 图 9. 8 和 9. 130 ,完整 的 外 壳 是 由 相同 的 蛋 
白质 亚 基 的 多 考 贝 组 装 成 的 ,因而 十 分 有 效 地 利用 了 病毒 核酸 的 信息 量 。 与 线性 排列 相似 , 霹 
旋 排 列 的 亚 基 沿 着 分 子 链 上 升 具有 重复 的 相互 作用 ,因而 它们 可 能 是 无 限 地 延伸 的 .但 是 事实 
上 ,在 崇 旋 形 病毒 中 ,外 壳 蛋 白质 的 长 度 不 是 由 蛋白 质 所 决定 的 ,而 是 由 病毒 核酸 的 固定 长 度 
决定 的 .除了 线性 的 和 螺旋 的 聚合 体 以 外 ,许多 蛋白 质 的 亚 基 以 各 种 对 称 性 而 规则 地 排 列 成 的 
聚合 体 也 属于 这 类 四 级 结构 , 见 图 7.58 中 的 实例 。 如 本 书 作 者 之 一 参加 测定 的 去 六 肽 卯 清 蛋 各 
分 子叶 ,是 由 同一 种 类 的 亚 基 以 近似 的 二 重 旋 转轴 对 称 性 排列 的 二 聚 体 ;又 如 本 实验 室 参 加 
测定 的 猪 胰 锅 素 二 训 体 和 六 聚 体 - 拓 ;其 中 胰岛 素 二 聚 体 中 的 两 个 单 体 以 局 部 的 非 晶体 学 二 重 
旋转 轴 相 连 系 。 三 个 二 体 再 以 晶体 学 三 重 旋转 轴 对 称 性 排列 成 六 聚 体 .又 如 以 两 对 不 相同 但 极 
为 相似 的 亚 基 x 和 以 近似 的 222 对 称 性 排列 成 的 盘 红 蛋白 四 聚 体 分 子 , 见 图 7. 62。 更 复杂 的 
规则 排列 的 四 级 结构 如 球状 病毒 ,它们 的 亚 基 (相同 或 不 同 ) 以 近似 的 20 面 体 对 称 性 排列 聚合 
形成 病毒 的 蛋白 质 外 壳 , 见 第 九 章 图 9. 14,9.15,9. 17。 在 这 类 四 级 结构 中 ,所 有 的 亚 基 都 是 以 
几何 学 上 相似 的 方式 相互 作用 的 .但 是 , 今 人 惊奇 的 是 ,从 义 射线 章 体 学 分 析 所 得 到 的 结果 表 
明 , 四 级 结构 中 各 亚 基 之 间 的 相 卫 作用 往往 是 不 对 称 的 和 不 相等 的 ,其 至 在 化 学 上 相同 的 亚 基 
之 间 也 是 如 此 ,这 种 不 相等 的 相互 作用 的 最 简单 的 类 型 是 出 现在 一 些 二 聚 体 的 亚 基 接触 处 , 即 
在 靠近 二 重 轴 ( 实 际 上 只 是 近似 的 ) 处 的 各 个 侧 链 ,为 了 避免 重 到 ,被 强迫 而 处 于 不 局 的 位 置 。 
有 村 这 种 非 相 等 性 只 是 局 部 的 ,可 能 与 后 物 学 功能 无 关 ; 但 是 有 时 非 相等 性 还 延伸 到 亚 基 的 其 
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图 7. 57 ”球状 蛋白 质 按 三 级 结构 分 类 的 4 种 主要 类 型 的 实例 拓扑 图 
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他 部 分 ,因而 产生 了 某 些 生物 效应 如 对 各 种 配 位 体 具有 不 同 的 结合 常数 等 .当然 ,不 相同 的 亚 
基 之 间 的 接触 , 则 更 容易 是 不 对 称 的 ,例如 在 血红 蛋白 中 (图 7. 62), 两 个 8B 亚 基 之 间 的 接触 比 
两 个 a 亚 基 之 间 的 接触 较 宽松 些 并 形成 了 对 若干 种 重要 的 效应 分 子 的 结合 位 置 . 另 一 种 类 型 
的 非 等 连 系 存在 于 20 面 体 的 球形 病毒 中 。 例 如 番茄 从 绑 病 毒 ( 见 第 九 章 图 9. 17) , 它 仅 具有 60 个 
对 称 等 效 位 置 , 但 却 具 有 多 于 60 个 的 亚 基 , 即 具有 180 个 亚 基 。 这 种 矛盾 由 亚 基 的 特殊 排列 方式 
”得 以 解决 , 即 5 个 亚 基 围绕 着 每 一 个 五 重 轴 而 相互 连 系 ,而 6 个 其 他 的 亚 基 围绕 着 每 一 个 三 重 轴 
以 与 前 者 不 同 的 但 是 相似 的 接触 而 相互 连 系 。 这 种 非 等 的 连 系 的 通用 性 使 得 更 大 的 和 更 为 复 
杂 的 一 些 生物 学 结构 的 组 装 成 为 可 能 ,并 且 甚至 更 为 普遍 。 

7.4.4.2. 四 级 结构 与 生物 学 功能 的 关系 f 

四 级 结构 在 从 各 个 亚 基 组 紫 成 较 大 的 生物 分 子 或 结构 中 起 着 主要 的 作用 ,而 这 些 亚 基 聚 
合 物 的 形成 具有 异常 重要 的 生物 学 功能 .特别 是 , 亚 基 间接 触 的 相互 作用 提供 了 各 亚 基 之 间 的 
通讯 方式 ,使 得 从 一 个 配 位 体 或 底 物 分 子 与 一 个 亚 基 的 相互 作用 所 产生 的 效应 能 够 影响 在 这 
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图 ?. 58 规则 排列 的 四 级 结构 实例 
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个 聚合 体 中 的 其 他 亚 基 随 后 形成 的 效应 过 程 . 这 些 相 互 作用 形成 了 在 生物 化 学 系统 中 的 协同 
效应 的 基础 ,为 生 牺 化 学 过 程 提 供 了 许多 调控 机 制 。 在 这 方面 ,X 射线 晶体 学 分 析 方 法 发 挥 了 
最 强大 的 作用 ,最 突出 的 例子 是 M.F. Perutz 28 AIE 对 血红 蛋白 的 携 气 功能 与 四 级 结 
构 的 关系 所 进行 的 开拓 性 研究 。 

血红 蛋白 是 红血球 的 主要 成 分 ,其 功能 是 运输 O:。 分 子 量 约 为 64000, 约 为 肌 红 蛋白 分 子 
晤 的 4 倍 。 它 由 两 条 相同 的 d Ca 亚 基 ) 和 两 条 相同 的 B 链 (8 亚 基 ) 组 成 ,每 个 亚 基 各 含 一 个 血 
红 率 ,其 中 各 有 一 个 Fe' 离子 .每 个 亚 基 中 有 长 短 不 一 的 8 个 昕 旋 区 依次 称 为 A,B,C,D,E,F， 
G, 卫 , 盘 绕 成 约 为 4. 3nm X 3. 5nm X 2. 3nm 的 扁 球 体 。 在 分 子 表面 具有 一 个 疏水 口袋 ,血红 素 
在 口袋 由 .Fe 除了 与 血红 素 本 身 原 叶 呆 的 4 个 吡咯 环 的 N 原子 配 位 以 外 ,还 与 珠 蛋 白 的 螺旋 
Fs 残 基 His 的 咪唑 基 配 位 , 它 的 第 6 个 配 位 体 是 可 道 结合 的 0),, 见 图 7. 59。 血 红 和 蛋白 分 子 的 4 个 
亚 基 按 近 似 于 四 面体 的 方式 排列 成 四 级 结构 ,具有 近似 的 222 对 称 性 , 见 图 ?. 62 中 的 示意 图 . 

血红 蛋白 的 “< 亚 基 积 8 亚 基 的 三 级 结构 都 与 肌 红 蛋白 分 子 基本 相同 ,但 是 血红 蛋白 分 子 
与 肌 红 和 蛋白 分 子 的 氧 结合 曲线 却 不 同 , 见 图 ?7. 60。 氧 合 曲线 表明 ,血红 蛋白 与 0; 的 结合 量 越 
大 , 则 亲和力 越 强 , 即 结合 了 O: 的 亚 基 协 助 和 促进 未 带 氧 的 亚 基 与 0: 结 合 . 这 种 现象 称 为 协 
同 效应 ,许多 蛋白 质 都 表现 这 种 效应 ,精确 测定 的 血红 蛋白 的 晶体 结构 ,对 血红 蛋 委 的 协同 效 
应 的 分 子 基础 一 一 别 构 作用 (或 变 构 作 用 ) 提 供 了 十 分 详细 的 模型 ,所 谓 别 构 作 用 是 指 当 蛋白 
质 分 子 的 活性 部 位 之 一 结合 了 上 其 他 分 子 如 底 物 等 时 , 随 之 而 发 生 的 蛋白 质 分 于 的 构象 形状 和 
性 质 的 改变 。 以 各 种 血红 蛋白 (如 氧 合 的 ,去 氧 的 . 正 铁 的 等 等 晶体 进行 的 X 射线 入 射 结构 分 
析 , 观 察 到 下 述 一 系列 结构 变化 ,并 揭示 了 加 红 蛋 白 的 协同 效应 是 因为 它 具 有 两 种 不 同 的 四 级 
结构 , 即 与 配 位 体 亲和力 高 的 所 谓 松弛 态 R 和 亲和力 低 的 所 谓 紧 张 态 工 两 种 构象 。 

在 去 氧 血 红 和 蛋白 晶体 结构 中 观察 到 , 铁 原 子 的 直径 比 中 啉 环 中 央 的 孔 大 ,因而 铁 原子 不 能 
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图 7?. 60 血红 蛋白 和 肌 红 重 白 的 氧 合 曲线 


落 入 中 央 孔 中 ,而 与 血红 素 分 子平 面 保持 0.075nm 的 距离 , 见 图 7. 61.a 亚 基 由 于 Os 结合 部 位 
没有 空间 障碍 ,因而 能 首先 与 Os 结 合 , 当 一 个 或 两 个 a 亚 基 与 0, 结合 后 ,使 Fe 原子 直径 缩小 ， 
落 入 趾 啉 环 的 中 央 孔 中 。 铁 原子 的 移 位 ,牵动 了 与 之 配 位 的 F, 残 基 His ,使 之 靠近 血红 素 : 而 
F,His 的 移动 又 引起 亚 基 构 象 的 相当 大 的 变化 ,螺旋 F 向 螺旋 H ORE EEO IUE REIR 
原来 在 口袋 中 的 HC: 残 基 Tyr HNR Zt HC Tyr 是 C 末端 倒数 第 二 个 残 基 , 因 此 ,这 一 
变化 使 C 末端 肪 段 游离 出 来 ,从 而 破坏 了 去 氧 血红 蛋白 分 子 中 亚 基 间 形 成 的 某 些 盐 键 ,导致 
四 级 结构 构象 的 变化 , 亚 基 的 恒 排 使 两 个 了 B 亚 基 洁 近 了 , 见 图 7?. 62。 同 时 ,8B 亚 基 的 构象 也 发 生 
某 些 变化 ,从 而 排除 了 螺旋 E, PRAE Val 侧 链 对 O: 结 合 部 位 的 空间 障碍 ,使 得 B 亚 基 也 能 够 与 
OO 结合 .根据 上 述 观 察 到 的 构象 变化 可 以 初步 解释 协同 效应 的 现象 :去 氧 血红 蛋白 分 子 册 于 
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图 7. 61 去 所 血红 蛋白 分 子 中 的 铁 原 子 位 置 (a) 以 及 氧 合 血红 蛋白 与 
去 氧 血红 蛋白 的 血红 素 和 下 螺旋 区 域 的 登 合 比较 (b) 


亚 基 间 形成 盐 键 , 成 为 所 谓 的 紧张 态 构象 了 ,不 易 与 O: 结 合 ,只 有 某 些 盐 键 被 破坏 后 ,才能 与 
O 〇 :进一步 结合 ,整个 分 子 成 为 松弛 态 构 象 尺 .很 可 能 当 结 合 第 一 个 O: 时 ,要 打开 4 个 亚 基 个 的 
盐 键 ,因而 所 需 的 能 量 多 于 结合 第 二 个 、 第 三 个 0, 时 所 需 的 能 量 , 当 结 合 第 四 个 OQ, 时 ,所 需 能 
量 更 少 , 因 此 在 氧 合 曲线 上 表现 为 ,开始 时 随 着 氧 分 压 增加 ,Os 结合 量 增 加 较 慢 ;从 结合 了 第 
一 个 OQ; 开始 , 则 随 着 氧 分 压 的 增加 ,Os 结合 量 增加 相当 快 ,致使 氢 合 曲线 呈 S 型 ,而 不 辣 于 肌 
红 蛋 日 的 双 曲 线形 , 见 图 7. 60。 . 

ña ko 22 832 TRR H TERR CDPG ) 与 血红 有 蛋白 的 结合 .DPG 是 血球 中 正常 的 化 学 成 
分 , 它 可 与 血红 蛋白 分 子 (c 良 ) 以 等 摩尔 数 相 结 合 。 结 合 后 ,血红 蛋白 结合 D: 的 能 力 大 大 降低 ， 
氧 合 曲线 向 右 移 。 晶 体 结构 分 析 表 明 ,DPG 位 于 4 个 亚 基 之 间 的 空 穴 中 ,正好 填 满 原 有 的 空 辽 ， 
与 两 个 B 亚 基 的 EF6 残 基 Lys 和 Hazi His 的 a 氨基 的 正 电荷 相 作 用 , 见 图 7, 63。 因 此 , 当 去 
氧 血红 蛋白 结合 7 了 DPG 时 ,除了 原 有 使 紧张 态 稳定 的 一 些 作用 力 以 外 ,又 增加 了 DPG 58 B3 
基 形 成 的 几 对 盐 键 ,因此 对 维持 紧张 态 有 利 而 不 利于 与 Os 6 Z SA LET Pi 5 0 结合 
后 ,两 个 B 亚 基 的 媒 旋 百 相互 靠近 ,空隙 变 小 ,排斥 DPG ,降低 了 血红 蛋白 结合 DPG 的 能 力 。 
因此 ,血红 蛋 内 分 子 与 0; 或 与 DPG 的 结合 两 者 是 相互 排斥 的 。 当 血液 流 过 氧 分 压 较 低 的 组 织 
时 ,DPG 与 血红 蛋白 结合 ,使 血红 蛋白 与 0; 结 合 的 能 力 降 低 ,因而 使 血红 蛋白 所 携带 的 O, E 
多 地 被 释放 出 来 ,因而 有 利于 氢 的 输送 ,这 一 类 影响 蛋白 质变 构 作 用 的 因子 称 为 姿 构 效应 因 
子 , 它 们 的 存在 使 生物 体 又 增加 了 一 种 调控 因子 ,使 有 机 体 更 好 地 适应 环境 的 变化 。 
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图 7. 62 


(d) 

liL ZL E 

Ca) A I £T E E v Cb e 8, LELE Ë ORAHA 5 CO VOR tk y TP fy 3E sh ike 31 5RYE ZR S El 
《其 中 真 二 重 轴 由 实 线 代表 , 假 二 重 轴 由 着 线 代表 》 


白 四 级 结构 的 变 构 效应 


135 


图 ?7.63 WARAH DPG 的 结合 


7.5 膜 蛋 白 的 晶体 生长 和 晶体 结构 


璋 蛋 白 是 非常 重要 的 一 类 蛋白 质 , 它 是 生物 膜 的 主要 组 成 成 分 ,而且 它 的 分 离 ,纯化 、 结 晶 
以 及 三 维 结构 规律 等 都 有 别 于 前 述 纤 维 状 蛋白 质 和 可 溶性 球状 蛋白 质 。 因 此 ,我们 将 在 本 节 中 
专门 进行 介绍 。 | 

生物 膜 执行 着 生命 过 程 中 必 不 可 少 的 重要 功能 .从 低 等 生物 直至 高 等 生物 ,生物 膜 使 细胞 
与 环境 隔离 ; 真 核 生物 细 胞 中 还 含有 许多 内 膜 ,形成 像 线 粒 体 ,叶绿体 和 溶 酶 体 等 细胞 器 的 界 
面 ; 除 此 以 外 ,生物 膜 也 控制 细胞 与 其 环境 之 间 的 信息 交流 如 接受 信和 号、 传递 信号 或 发 出 信号 
等 ,其 中 的 膜 蛋 白 执 行 着 一 些 独特 的 生物 功能 ,如 有 泵 \ 门 、 受 体 , 能 量 转 换 器 和 酶 等 。 

不 同 来 源 或 不 同类 型 的 生物 蜡 的 结构 和 性 质 差 别 是 很 大 的 ,甚至 于 同一 个 细胞 内 的 膜 系 
统 也 是 很 不 相同 的 。 但 是 尽管 如 此 ,所 有 生物 膜 仍 具 有 共同 的 基本 结构 特征 :它们 是 片 状 的 内 
外 两 侧 不 对 称 的 结构 ;它们 是 主要 由 脂 类 和 有 蛋白质 (还 有 碳水 化 合 物 等 ?组 成 的 非 共 价 的 闭合 
的 双 脂 层 ,而 且 为 流体 结构 , 几 类 分 子 和 有 蛋白 质 分 子 除非 为 特定 的 相互 作用 所 固定 外 ,在 膜 平 
面 内 可 以 扩散 .流动 ,因而 可 以 认为 生物 膜 是 定向 的 蛋白 质 和 脂 类 的 二 维 溶 液 . 图 7, 64 为 生物 
膜 的 结构 示意 图 。 | 

膜 脂 类 是 较 小 的 分 子 , 主 要 有 三 种 类 型 , 即 磷脂 、 糖 脂 和 胆固醇 ,虽然 种 类 很 多 ,但 它们 具 
有 共同 的 结构 特点 , 即 膜 脂 类 均 为 两 性 分 子 , 包 含 亲 水 部 分 (又 称 为 极 性 头 基 团 ,一 般 以 贺 图 代 
表 ) 和 芯 水 部 分 (又 称 为 烃 尾 ,一般 用 直线 或 波 线 表示 ) ,图 7. 65 中 例 举 了 两 个 膜 磷脂 分 子 的 结 
构 式 和 它们 的 空间 填充 模型 .它们 的 极 性 头 基 团 对 水 有 亲和力 ,而 烃 尾 要 避 开 水 .因此 ,这 些 膜 
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图 7.64 ”生物 膜 的 结构 示意 图 
a,b,c 代表 膜 本 体 淖 白 , 它 们 与 双 脂 层 的 烃 区 有 广 滋 揭 相互 作用 : 
d 代 支 膜 周 玮 蛋白质, 它们 与 膜 本 二 蛋 白 的 表面 相 结合 


和 在 水 介质 中 有 两 种 可 能 的 排列 方式 能 满足 这 一 要 求 。 一 种 排列 方式 是 形成 胶 粒 , 另 一 种 方式 
是 形成 双 分 子 层 片 , 见 图 7. 66。 实 际 上 大 多 倾向 于 自动 地 形成 脂 双 层 片 状 结构 。 朴 水 相互 作用 
是 形成 这 种 脂 类 双 层 的 主要 推动 力 . 烃 尾 之 间 的 范 德 华 吸引 力也 有 利于 烃 尾 的 密 堆积 ; 极 性 头 
基 团 与 水 分 子 之 间 则 有 静电 和 和 氢 键 相互 作用 。 

膜 蛋白 根据 在 膜 上 的 位 车 和 分 离 的 难 易 可 分 为 周围 的 和 本 体 的 两 类 .本 体 膜 蛋 帕 与 膜 脂 
的 烃 尾 有 广泛 的 村 互 作用 ,因此 要 将 膜 蛋 白 提 取 分 离 出 来 只 有 用 能 与 这 些 非 极 性 相互 作用 竞 

争 的 试剂 如 各 种 去 握 剂 或 其 他 有 机 溶剂 才能 实现 ;而 周围 膜 蛋 白 则 只 是 通过 静电 并 气 键 结合 
在 膜 的 外 表面 上 ,因此 只 要 用 如 入 盐 类 例如 lmol/INaCl 或 改变 pH 值 的 方法 等 就 能 破坏 这 些 
键 而 将 此 类 膜 蛋白 分 离 出 来 .大 多 数 周围 膜 蛋白 是 结合 在 本 体 膜 蛋白 的 表面 上 的 。 

7.5. 由 蛋白 的 最 体 生长 | 

对 于 纯化 了 的 可 溶性 球状 蛋白 质 来 说 ,经 过 几 十 年 的 研究 ,要 得 到 适合 于 X 射线 衍射 分 
析 的 单 晶 已 不 是 十 分 困难 的 了 ,但 是 纯化 了 的 膜 蛋 白 曾 经 是 ,现在 仍然 是 异常 难以 结 章 的 ,这 
是 由 于 它 在 膜 内 部 的 莉 白 质 部 分 是 臣 水 的 ,暴露 在 膜 的 内 外 表面 的 蛋白 质 部 分 是 亲 水 的 ,这 种 
亲 脂 又 亲 水 的 结构 使 得 它们 一 旦 从 天 然 的 脂 环境 中 提取 出 来 ,其 非 极 性 区 域 则 倾向 于 形成 尤 
序 化 的 聚集 物 . 因 此 ,不 能 用 一 : 般 可 溶性 蛋白 质 的 结晶 规律 和 条 件 , 而 必须 采用 特殊 的 条 件 才 
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会 重新 聚合 。 去 垢 剂 本 身 也 有 像 膜 脂 分 子 一 样 的 两 亲 性 结构 ,在 相当 高 的 浓度 时 ,去 拍 剂 可 以 
形成 胶 粒 。 在 胶 粒 里 ,去 拆 剂 分 子 的 烷烃 链 就 被 包围 在 胶 粒 内 ,使 它 不 能 与 水 接触 . 当 用 去 垢 剂 
溶解 膜 慢 白 时 ,实际 上 就 是 用 去 垢 剂 胶 粒 去 替换 原来 的 双 脂 层 , 这 样 ,去 垢 剂 胶 粒 的 烷烃 链 就 
与 蛋白 质 的 疏水 部 分 结合 ,去 垢 剂 的 亲 水 极 性 头 基 团 就 与 蛋白 质 的 极 性 表面 结合 .图 7, 67 为 用 


` 去 拍 剂 溶解 重 白 质 的 示意 图 。 


”因此 ,从 膜 蛋白 的 水 洲 液 中 形成 膜 蛋白 竟 体 有 两 种 可 能 的 类 型 ,这 两 各 可 能 情况 中 所 不 同 
的 是 用 不 司 的 方法 来 蔡 换 或 补偿 蛋白 质朴 水 部 分 原来 所 结合 的 膜 朋 , 见 图 7. 68 中 的 示意 图 ， 
中 工 型 是 由 几 个 相似 的 膜 蛋 正 分 子 组 成 的 二 维 晶 体 片 层 再 堆积 成 三 维 晶 体 .在 此 ,蛋白 质 的 下 
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图 7.65 膜 脂 分 子 的 结构 举例 
(a) 磷 脂 酰 胆 碱 的 结构 式 和 空间 填充 模型 ; (b) 辅 磁 脂 的 结构 式 和 空间 填充 模型 


水 部 分 是 用 脂 质 分 子 去 结合 的 ,所 以 二 维 片 层 只 有 极 性 部 分 暴露 在 外 ,二 维 片 层 之 间 车 极 性 吸 
引力 形成 三 维 唱 体 . 对 于 若干 种 膜 蛋白 ,已 用 这 种 方法 得 到 了 这 类 晶体 .但 是 这 类 晶体 一 般 很 
小 ,不 能 用 于 高 分 辩 率 街 射 的 研究 ,图 中 了 型 晶体 是 用 如 图 7. 68 中 所 表示 的 由 胶 粒 包围 的 膜 蛋 
白 所 形成 的 ,在 此 ,晶体 主要 是 虞 膜 蛋 白 之 间 的 极 性 吸引 力 去 稳定 。 由 图 可 看 出 ,显然 膜 蛋 白 分 
子 不 能 太 小 ,否则 蛋白 质 极 性 区 域 的 接触 不 够 。 可 是 ,蛋白 质 分 子 的 大 小 是 无 法 改变 的 .因此 ， 
外 围 的 去 垢 剂 的 大 小 和 电荷 以 及 其 他 化 学 性 质 就 成 为 关键 的 了 .也 就 是 说 ,要 选用 适当 小 一 点 
的 两 亲 性 分 子 去 置换 去 拍 剂 分 子 ,使 其 能 基本 上 填 满 于 空 除 中 .不 合适 的 去 垢 剂 的 相互 作用 会 
使 晶体 不 稳定 。 

在 膜 蛋白 的 晶体 生长 研究 方面 ,最 卓越 的 是 H. Michell, fh 3-19804€ & JB. 1 型 方法 区 
得 了 细菌 视 紫 红 质 的 晶体 5 , 于 1982 年 [9 ,他 用 工 型 方法 ,选用 庚 烷 -1,2,3- 三 醇 来 代替 去 垢 
剂 ,首次 成 功 地 得 到 了 膜 蛋白 绿色 红 假 单 胞 茵 光合 作用 反应 中 心 的 大 晶体 ,这 些 晶 体 的 线 度 可 
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图 7. 66 膜 脂 分 子 在 水 介质 中 的 两 种 可 能 的 排列 方式 


3&0. 4X0,4X1lmm, 而 且 还 保留 了 反应 中 心 的 光 
学 活性 ,又 于 1984 年 [11 和 1985 年 "中 迷 续 发 表 了 0. 
3nm PAE X 射线 入 射 分 析 的 结果 .由 于 这 一 工 
作对 于 阐明 光合 作用 中 心 的 膜 蛋白 三 维 结构 的 重 
大 贡献 ,H. Michel, J. Deisenhofer 和 R. Hüber = 
人 共同 获得 了 1988 年 诺 贝 尔 化 学 奖 。 我 们 就 以 这 
一 工作 的 结晶 条 件 为 例 。 

从 光合 细菌 绿色 红 假 单 胞 菌 分 离 纯 化 出 来 的 
光合 作用 反应 中 心 ,含有 4 个 不 同 的 蛋白 质 亚 基 ， 
分 别称 为 日 ( 重 的 意思 ,分 子 量 为 35000 道 尔 顿 )， 
Mt‘ 中 等 的 意思 ,分 子 量 为 28000),L( 轻 的 意思 ,分 
子 量 为 24000) 以 及 一 个 结合 在 膜 上 的 c 型 细胞 色 


素 , 结 晶 时 , 仍 选用 分 离 纯 化 时 所 用 的 去 垢 剂 N， - 
N, 十 二 烷 基 二 甲 胺 N- 氧 化 物 * (DDPAO), 因 为 这 


个 去 拍 剂 的 大 小 和 极 性 与 及 辛 烷 基 - 吡 哺 葡萄 糖 
苷 相似 ,而 后 者 曾 成 功 地 用 作 另 外 两 个 膜 蛋白 结 
晶 作 用 中 的 去 垢 剂 , 即 Michel 本 人 在 1980 年 用 
于 细菌 视 紫 红 质 的 结晶 作用 以 及 M. Garavito 等 
人 "9 在 1980 年 用 于 类 肠 杆菌 外 膜 骨架 微 孔 蛋 白 
(OmpF 和 蛋白) 的 结晶 作用 .但 是 ,在 绿色 红 假 单 胞 
菌 的 光合 作用 反应 中 心 的 结晶 实验 中 , 愉 有 当 间 
时 还 存在 有 小 的 两 亲 分 子 如 庚 烷 -1,2,3- 三 醇 时 ， 
才能 得 到 部 体 .晶体 生长 的 具体 条 件 为 号: 

将 分 离 纯化 的 最 后 一 步 柱 层 析 所 得 到 的 含有 


* DDAO 的 结构 式 为 HC—(GCHO1—CH;—N*^ (CH,)--O 7, 


rB a m Be 


WERN 


网 ?7. 67 用 去 垢 剂 洲 解 虑 蛋 骨 的 示意 图 
图 上 部 为 双 脂 层 与 蛋白 质 组 成 的 生物 膜 , 凡 线 代表 
膜 蛋白 的 亲 水 表面 , 实 线 代 表 膀 蛋白 的 本 水 表面 
图 头 双 忆 代表 咬 由 分 子 , 方 头 单 遇 代表 去 折 剂 分 子 
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图 7. 68 ” 膜 蛋白 结 品 的 两 种 主要 方法 


反应 中 心 的 各 收集 部 分 合并 ,此 时 的 洗 脱 缓冲 溶液 含有 20mmol/l 磷酸 钠 盐 (pH7)、0. 1⁄4 (W / 
V) ,N,N ,十 二 人 烷 基 二 甲 胺 N- 氧 化 物 以 及 0. 1% (W/V ) 释 毛 化 钠 。 然 后 置 于 干燥 器 中 以 五 氧化 
二 磷 为 干燥 剂 浓缩 6 倍 。 再 加 入 至 最 终 浓度 为 3% (W/V ) 的 庚 烷 -1,2,3- 三 醇 、3% 三 乙 胺 硫酸 盐 
以 及 1. 5mol/l 硫酸 铵 ,并 调节 pH 值 至 6。 离 心 去 除 变性 了 的 蛋白 质 ,然后 用 汽 相 扩散 法 生长 唱 
体 . 了 到 上 述 含有 反应 中 心 (在 830nm 下 吸收 值 为 2 个 单位 ) 的 溶液 在 室温 下 对 2. 4mol/! BUR 
溶液 进行 汽 相 平衡 ,在 3 周 之 内 得 到 了 大 的 暗 褐色 四 方 柱 形 占 体 , 线 度 可 达 0. 4X 0. 4X Imm, 
衍射 分 辨 率 达 0. 25nm 以 上 ,空间 群 为 P41212 或 其 对 映 体 P4,2,2, dl Ra 2X HE 29 22. 3 x 22.3X 
11. 4nm。 图 7. 69 和 图 7. 70 分 别 为 晶体 照片 和 它 的 X 射线 旋转 照相 法 衍射 照片 。 


图 7.69 绿色 红 假 单 胞 菌 光 台 作用 芭 度 中 心 的 晶体 


至 今 已 有 若干 种 本 体 膜 蛋白 被 结晶 了 .虽然 成 功 的 数目 是 很 少 的 ,而 且 不 是 所 有 这 些 得 到 
的 晶体 都 适合 于 X 射线 本 射 结构 分 析 ,但 是 我 们 已 经 知道 ,本 体 膜 蛋白 是 能 被 结晶 的 ,而 且 在 
结晶 作用 的 方法 学 上 已 总 结 出 几 条 一 般 原则 :(1) 本 体 膜 蛋白 是 用 去 垢 剂 被 结晶 的 ; (2) 去 拍 剂 
的 选择 是 重要 的 , 即 要 选择 合适 的 两 亲 性 离子 或 非 离子 的 去 拍 剂 ;3) 小 的 两 亲人 性 有 机 分 子 能 
有 助 于 结晶 作用 ,这 很 可 能 是 由 于 它们 影响 了 去 垢 剂 极 性 头 基 团 之 间 的 相互 作用 ;(4) 通 常 已 
成 功 地 用 于 可 溶性 蛋白 质 结晶 作 用 的 沉淀 剂 如 聚 乙 二 醇和 硫酸 铵 ,也 曾 成 功 地 用 于 膜 蛋 日 以 
诱发 结晶 作用 。 
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图 7.70 绿色 红 假 单 胸 菌 光 合作 用 反应 中 心 晶体 的 旋转 法 衍射 照片 


7.5.2 METEREN X 射线 衍射 分 析 方法 

与 可 溶性 球状 蛋白 质 一 样 , 膜 强 白 晶体 的 结构 分 析 也 主要 用 重 原子 间 兄 置换 法 和 分 子 置 
换 法 等 例如 在 绿色 红 假 单 胞 菌 冰 合作 用 反应 中 心 的 结构 分 析 中 [o1 ,找到 了 若干 个 不 扰乱 晶 
体 有 序 性 的 重 原 子 试剂 ,得 到 5 种 重 原子 同 晶 型 衍生 物 ,用 于 结构 测定 ,它们 是 MDDB(2- 甲 基 - 
L 4-2 RGK-2,3- 6] AO TAMME Z BE SCA SEP RO SURNI GB IS SD DAMEA X- 
Z, Bk St GE RU OEIL PCMS OW - SUCRE ERR SD L8 El d W 81k REIR. T 2A LEER 
形 红 假 单 胞 菌 的 光合 作用 反应 中 心 复合 物品 体 结 神 * 则 是 让 此 后 用 分 子 置换 法 测定 的 。 

除 此 以 外 ,还 有 人 用 高 角度 漫 射 X 射线 入 射 法 ,粗略 推测 膜 蛋 白 的 二 级 结构 及 它们 在 腊 
中 的 排列 方向 。 例 如 ,大 肠 杆 菌 外 膜 上 形成 通道 的 徽 孔 蛋白 .将 其 晶体 以 合适 的 方向 拍摄 静 
赴 照 片 , 见 图 7. 71。 根 据 衍射 花样 中 在 子午 线 方向 和 赤道 线 方向 上 最 强 的 若干 个 衍射 斑点 所 代 
表 的 重复 距离 ,来 推测 其 二 级 结构 以 及 在 膜 中 的 排列 方向 ,从 图 中 可 以 看 到 :在 子午 线 方向 上 
有 0. 35nm 的 成 双 的 反射 (相当 于 沿 8 股 的 重复 距离 )、0. 46nm UE Ge B 片 层 的 另 一 个 特征 反 
射 ) 以 及 0. 57 一 0. 62nm 成 双 的 反射 (尚未 被 解释 ,可 能 是 由 于 结合 在 膜 蛋 白 上 的 去 垢 剂 所 
致 ;, 而 无 0. 51nm 反射 (a 螺旋 的 特征 反射 ); 在 未 道 方 向 上 ,有 代表 8 股 和 片 层 堆积 的 0. 46nm 
反射 和 0. 95nm 反射 ,其 中 0. 95nm 反射 表明 为 反 平 行 8 股 之 间 的 重复 距离 上述 这 些 参数 与 
ZR EUM B 角 和 蛋白 的 入 射 花样 相同 ,但 不 同 于 可 溶性 球状 蛋白 质 中 的 反 平行 B 折 秋 片 层 ,因为 
后 者 很 少 为 理想 的 折 登 片 层 ,从 而 可 以 判断 ,这 个 膜 蛋白 是 以 B 片 层 占 优势 的 ,而 且 R 片 层 基 
本 上 垂直 于 膜 平面 ,由 0, 35nm 双 反 射 的 宽度 可 以 推测 出 8 股 的 平均 长 度 为 3. 8nm, 又 由 于 
0.35nm 相 当 于 没 B 股 的 平均 周期 ,所 以 每 个 B 股 平均 含有 ;0 一 11 个 残 基 。 不 过 , 尚 不 能 判断 它 
们 是 8 桶 结构 还 是 堆砌 的 结构 
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图 ?, 71 大 上 肠 杆菌 外 膜 微 筷 蛋 白 的 一 个 
六 方 晶体 的 温 射 X 射线 衍射 花样 


7.5.3 膜 蛋白 的 晶体 结构 

X 射线 入 射 方 法 曾 对 分 析 可 溶性 蛋白 质 的 三 维 空间 结构 发 挥 了 巨大 的 威力 ,对 于 膜 本 体 
蛋白 来 说 , 则 主要 由 于 难以 得 到 晶体 ,至 今 仍 只 有 绿色 红 假 单 胞 菌 光合 作用 反应 中 心 的 晶体 结 
构 已 被 分 析 至 高 分 辩 率 ,以 及 大 肠 杆 菌 的 外 膜 骨架 微 孔 蛋白 已 接近 于 解 至 高 分 辨 率 ,日 
前 ,研究 膜 蛋 白 立 体 结构 的 方法 除了 X 射线 衍射 法 以 外 ,还 有 电镜 术 三 维 重 构 方 法 和 溶液 拉 
曼 光 谱 以 及 圆 二 色 性 方法 等 。 

由 于 膜 和 蛋白 是 在 膜 脂 双 层 特殊 的 环境 中 ,因此 前 面 讨论 过 的 关于 可 溶性 蛋白 质 的 结构 规 
律 对 于 膜 蛋 白 来 说 则 不 一 定 适用 。 可 以 推测 , 膜 蛋 白 的 结合 在 腊 中 的 片段 与 膜 脂 的 接触 必须 是 
有 序 的 构象 ,但 是 它们 可 能 是 以 a 螺旋 或 以 B 股 的 构象 存在 ,这 是 由 于 膜 蛋白 在 脂 双 谋 环境 中 
必须 满足 分 子 内 部 的 拨 链 ,因为 脂 质 的 碳 氨 链 不 能 参与 氨 键 的 形成 .在 a 螺旋 的 情况 下 , 沿 着 
螺旋 可 形成 链 内 氧 键 , 因 此 ,一 个 蝶 旋 就 可 以 代表 一 个 在 膜 中 的 稳定 的 结构 ;而 在 B 股 的 情况 
下 ,由 于 饼 键 只 能 在 相 邻 的 股 之 间 形 成 链 间 的 毛 键 ,因此 单一 个 了 8 股 在 膜 中 不 能 作为 一 个 稳定 
的 结构 ,而 是 每 一 个 BR 股 必须 至 少 有 两 个 相 邻 的 R 股 ,这 样 才能 形成 一 个 紧密 排列 的 由 链 间 和 氢 
键 结合 成 的 稳定 结构 , 妈 8 桶 ,一 般 至 少 要 求 6 一 8 个 B 股 以 形成 一 个 B 桶 。 

许多 证 据 表明 :在 膜 中 ,单个 的 螺旋 常常 作为 暴露 于 细胞 才 面 的 蛋白 质 的 一 个 固定 点 , 例 
如 红细胞 的 血型 糖 蛋 白 " 和 流感 病毒 的 血细胞 凝集 素 ""1; 此 外 ,单个 的 曝 旋 还 可 以 作为 允许 
其 他 颗粒 通过 膜 而 进入 细胞 的 微 孔 。 当 然 , 对 于 一 个 每 图 具有 3. 6 个 残 基 的 a 螺旋 来 说 ,作为 这 
样 的 微 孔 是 太 小 了 ,但 是 ,一 个 每 圈 具 有 4. 4 个 残 基 的 w 螺旋 , 则 是 宽 到 足以 允许 至 少 是 质子 的 
进入 ,例如 短 杆菌 肘 "”。 要 使 较 大 的 颗粒 能 进入 , 则 要 求 若 干 个 蛇 旋 夹 形 成 一 个 圈 , 中 间 有 一 
个 孔 。 在 最 简单 的 情况 下 ,这 些 螺旋 可 能 都 是 相同 的 ,例如 melittin-*: 微 孔 可 能 是 由 4 个 单 体形 
成 的 ,又 如 alamethicin"" 则 包括 8 一 14 个 单 体 ,具有 更 为 复杂 的 功能 的 蛋白 质 , 如 泵 蛋白 质 通 
常 是 由 在 同一 个 单 肽 链 上 的 若干 个 不 同 的 螺旋 所 组 成 的 ,例如 细 蔚 视 紫 红 质 7 可 能 是 由 7 个 
螺旋 组 成 的 ,大 肠 杆 菌 的 乳糖 通道 :含有 10 一 14 个 螺旋 ,又 例如 绿色 红 假 单 胞 菌 光合 作用 反 

142 


应 中 心 汪 ' 吧 含 有 分 别 在 三 个 亚 基 上 的 共 11 个 螺旋 。 

B 森 类 型 的 膜 蛋 白 可 能 作为 微 筷 , 因 为 其 至 于 由 6 一 8 个 和 B 股 组 成 的 最 小 的 8 桶 ,其 中 心 也 
具有 直径 为 零点 也 纳米 的 孔 , 例 如 大 肠 杆 菌 等 革 兰 氏 阴 性 细菌 的 外 膜 中 形成 微 孔 的 微 孔 蛋 白 
E M EE 

以 上 例子 大 多 是 由 电镜 术 三 维 重 构 方 法 和 各 种 溶液 构象 测定 方法 研究 所 得 到 的 结果 ,但 
是 ,正如 我 们 所 知 ,X 射线 衍射 法 能 给 出 结构 细节 。 随 着 膜 蛋白 的 晶体 生长 方法 日 趋 成 熟 ,将 会 
HH AES S ES aZ ev. 

图 ?7. 72 和 图 7. 73 为 接近 于 原子 分 辨 率 水 平 的 第 一 个 完整 膜 蛋 白 的 结构 , 即 绿色 红 假 单 胞 
菌 光 合作 用 反应 中 心 的 0. 3nm 分 辨 率 X 射线 本 射 分 析 所 得 的 结构 ,这 个 反应 中 心 复合 物 是 长 
形 的 .图 7.72(a) 为 反应 中 心 复 合 物 在 赐 中 的 位 相 和 电子 传递 过 程 .图 中 虚线 表示 复合 物 的 轮 
廓 , 它 的 4 个 亚 基 的 位 置 分 别 以 L,M,H,'C 标明 ;并 绘 出 了 复合 物 的 所 有 辅 基 的 原子 模型 , 即 4 
个 细菌 叶绿素 b,2 个 细菌 脱 镁 叶绿素 ,1 个 非 血 红 素 铁 ,1 个 甲 基 藉 醒 以 及 4 个 血红 素 ;图 中 并 以 
箭头 标明 了 电子 传递 的 方向 和 过 程 ,图 7, 73 为 亚 基 工 ,M,H 以 及 C 的 结构 .它们 分 别 由 273， 
323,258 和 336 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 
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图 7. ?2 绿色 红 假 单 胞 菌 光合 作用 反应 中 心 复合 物 在 膜 认 的 位 相 
和 电子 传递 过 程 示意 图 (a) 以 及 完整 复合 物 的 结 袍 (b) 


从 图 7.73 可 以 看 到 ,L 和 M 的 空间 结 榴 大 致 相同 ,它们 的 多 肽 链 的 中 部 含有 5 段 o 螺旋， 
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图 7?.73 绿色 并 假 单 胞 菌 光 合作 用 反应 中 心 复合 物 的 4 个 亚 基 的 结构 
GOL JE SE (0M FÆ: GOH EE; dE AAE 


分 别称 为 A,B,C,D,E.。 每 段 螺 旋 含 有 24 一 30 个 疏水 性 氨基 酸 .这 5 段 螺旋 中 ,A,B 和 D = EE: 

反 向 平行 的 ,C 和 下 是 平行 的 .这 5 段 螺旋 都 具有 跨 膜 的 长 度 .螺旋 区 域 的 一 端 ( 图 中 上 端 ) 的 A 

与 B 和 C 5 D 之 间 的 短 螺 旋 以 及 羧基 末端 是 与 C 亚 基 紧 密 接触 的 ; 另 一 端 (图 中 下 端 ) 的 3 与 
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C 和 DD 与 EE 之 间 的 短 螺旋 以 及 氨基 未 端 是 与 日 亚 基 紧密 接触 的 .H 亚 基 实际 上 是 这 三 个 亚 基 
中 最 小 的 一 个 . 它 的 氮 基 未 端 与 C 亚 基 接近 ; 它 的 第 12 个 至 第 37 个 氨基 酸 残 基 形 成 一 段 a 18 
旋 , 与 M EEK DA E 螺旋 相 接 触 ,也 具有 跨 膜 的 长 度 。 

细胞 色素 (C 亚 基 ) 位 于 外 周 胞 质 的 一 侧 ;H 亚 基 折 肥 成 位 于 细胞 质 一 侧 的 球形 部 分 以 及 
一 个 跨 膜 的 RIEL 和 M 亚 基 参 入 到 磷脂 双 层 中 ,它们 的 跨 膜 a 螺旋 被 包 埋 在 双 脂 层 中 . 因 
此 ,由 26 个 残 基 (H 亚 基 7 和 24 一 30 个 残 基 (L 和 M 亚 基 ) 所 组 成 的 共计 11 个 长 度 合适 的 a 螺旋 
一 同 跨 过 膜 双 脂 层 .这 些 片段 的 氨基 酸 序列 除了 在 靠近 o 螺旋 的 两 头 末端 处 有 很 少 凡 个 带电 
荷 的 残 基 以 外 ,没有 带电 荷 的 残 基 ,而 且 这 些 残 基 的 蓝 水 性 都 很 大 。 

L-M 复合 物 的 净 电荷 分 布 是 不 对 称 的 。 在 靠 细胞 质 的 一 侧 有 6 个 净 正 电荷 ;而 在 靠 外 周 胞 
质 的 一 侧 有 8 个 净 负 电荷 .这 为 复 人 台 物 正确 地 插入 膜 双 脂 层 中 提供 了 较 低 的 自由 能 障碍 ,因为 
B P RR ea fr RE RAH EEES o 螺旋 的 & 末端 处 也 具有 很 强 的 杖 性 的 氨基 酸 序列 ,并 
有 一 段 连续 的 带电 荷 残 基 的 序列 (H33- 一 H39), 它 可 能 有 效 地 终止 了 插入 膜 中 .在 L 和 M EAE 
中 ,没有 与 此 相似 的 序列 ,但 是 它们 的 蜡 旋 在 细胞 质 一 侧 处 的 每 -个 连接 片段 中 ,都 有 3 11 
个 带电 荷 的 残 基 ,它们 也 可 能 对 w 螺旋 的 正确 定位 起 重要 作用 。 
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第 八 章 ”核酸 的 立体 结构 


核酸 是 生物 体 中 另 一 类 最 重要 的 长 链 多 聚 物 分 子 ,它们 是 由 核 苷 酸 组 成 的 .核酸 包括 核糖 _ 
核酸 (RNA) 和 脱氧 核糖 核酸 (DNA) 两 大 类 ,它们 对 生物 体内 遗传 信息 的 传递 及 蛋 电 质 的 生物 
合成 等 生命 过 程 起 着 决定 性 作用 .因此 ,研究 核酸 的 三 维 立体 结构 与 功能 的 关系 ,对 于 揭示 生 
命 的 本 质 是 不 可 缺少 的 一 个 领域 .目前 ,X 射线 入射 技术 仍然 是 测定 核酸 立体 结构 最 有 效 的 方 
法 。 


8.1 核酸 的 结构 和 构象 


RNA 和 DNA 是 化 学 上 不 同类 型 的 核酸 ,两 者 均 由 各 自 的 主要 4 种 核 昔 酸 所 组 成 。 每 一 个 
核 音 酸 是 由 一 个 核糖 (RNA 中 ) 或 脱氧 核糖 (DNA 中 ) .一 个 与 糖 的 C-1' 相 连接 的 含 N 碱 基 即 
厌 吟 或 喀 喧 以 及 一 个 磺 酰 基 团 组 成 的 。 表 8. 1 为 DNA fü RNA 的 化 学 组 成 比较 ,图 8. 1 为 RNA 
和 DNA 中 单 核 苷 酸 的 化 学 结构 。 


358.1 DNA 和 RNA 的 化 学 组 成 
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与 蛋白 质 相 似 , 核 酸 大 分 子 中 由 于 存在 着 可 以 自由 旋转 的 单 键 ,因而 从 理论 上 讲 也 可 以 形 
成 无 穷 多 种 构象 .首先 需 了 解 核酸 中 的 构象 角 以 及 糖 和 厌 基 的 可 能 的 构象 形式 。 

8.1.1 糖 -磷酸 主 链 和 糖 首 键 的 构象 角 

在 核酸 中 ,核糖 或 脱氧 核糖 与 磷酸 以 3' ,5 -磷酸 二 酯 键 相连 形成 核酸 主 链 , 并 与 大 基 以 
C-1' -N- 糖 苷 键 相连 形成 侧 链 . 因 而 在 每 一 个 核 苷 酸 残 基 中 有 6 个 可 以 自由 旋转 的 单 键 , 其 中 5 
个 在 糖 -磷酸 主 链 中 ,1 个 在 C-l -N- 糖 苷 键 处 , 见 图 8. 3 。 这 6 个 扭 角 的 变化 决定 了 核酸 的 构 

8.1.2 ”核糖 和 脱氧 核 糖 的 4 种 折 志 构象 形式 

核糖 和 脱氧 核 粮 是 五 碳 糖 ,它们 在 核酸 中 是 以 哮 哺 环 的 形式 存在 的 ,号 哺 环 可 有 4 种 折 秋 
构象 形式 , 见 图 8. 4, 它 们 在 稳定 性 方面 稍 有 差异 ,在 核酸 中 ,观察 到 了 不 同 的 折 秋 构象 形式 。 
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图 8.1 RNA 和 DNA 中 常见 的 碱 基 五 碳 糖 及 5' - 单 核 音 酸 的 化 学 结构 


8.1.3 碱 基 堆积 的 两 种 构象 

由 于 C-1'-N- 糖 车 链 的 旋转 ,使 得 核酸 中 实际 上 存在 着 碱 基 相 对 于 核 背 酸 的 其 他 部 分 来 
说 的 所 谓 “ 顺 式 ” 和 “ 反 式 ”两 种 构象 ,模型 研究 表明 , 反 式 构象 比 顺 式 构象 具有 较 小 的 空间 障 
碍 ! 味 吟 核 背 酸 比 哮 院 核 苷 酸 形成 顺 式 构象 较为 容易 。 图 8. 5 为 这 两 种 构象 的 结构 。 


8.2 ”脱氧 核糖 核酸 CDNA) 的 立体 结构 


与 蛋白 质 的 立体 结构 研究 工作 一 样 ,核酸 立体 结构 的 研究 也 是 时 在 20 世 纪 30 年 代 由 大 然 
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图 8.2 DNA 的 一 级 结构 示意 图 
图 中 结构 应 写作 pTpApCpG 


DNA 纤维 入 射 研究 开始 的 ,并 干 1953 年 报道 了 由 纤维 入 射 花样 推测 出 的 著名 的 Watson- 
Crick 右手 双 螺 旋 DNA 模型 "中 ,成 为 20 世 纪 生物 学 史 中 具 有 划时代 意义 的 成 就 .从 70 年 代 开 
始 ,DNA 结构 的 研究 又 进一步 用 人 工 合成 血 核 医 酸 晶体 进行 单 唱 X 射线 衍射 结构 分 析 , 证 实 
了 右手 双 螺旋 DNA 结构 ,并 发 现 了 左手 双 螺旋 DNA 结构 的 存在 .DNA 的 结构 至 今 仍然 是 X 
射线 晶体 学 研究 的 重要 领域 。 ; 

8.2.1 天然 DNA 纤维 的 制备 和 X 射线 纤维 衍射 花样 

DNA 是 以 十 分 大 的 分 子 量 (可 从 几 万 到 几 百 万 道 尔 顿 ) 的 长 链 形式 存在 于 核 蛋白 中 . 它 与 
蛋白 质 以 较 弱 的 结合 力 结合 在 一 起 ,用 温和 的 方法 即 可 将 它 分 离 出 来 ,并 可 使 它 以 各 种 盐 的 形 
式 沉淀 下 来 .DNA 盐 是 纤维 状 的 固体 , 它 能 摄取 大 量 的 水 形成 胶 。 用 适当 的 机 械 处 理 和 干燥 方 
法 ,可 以 由 这 种 胶 拉 成 高 度 定向 的 DNA 盐 的 纤维 样品 ,用 XX 射线 纤维 入 射 照 相 法 进行 研究 。 
图 8, 6 为 DNA 纤维 入 射 原理 图 ,与 纤维 状 蛋 白质 纤维 衍射 相同 .伸展 的 纤维 样品 中 含有 许多 
竖 直 的 DNA 分 子 链 , 一 般 说 来 ,纤维 样品 的 直径 越 小 ,纤维 中 DNA 分 子 的 定向 程度 越 好 。 
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1938338318 Y W. T. Astbury-* 的 开拓 性 工作 。 他 用 从 小 牛 胸腺 提取 并 制备 的 NaDNA 
纤维 ,拍摄 到 虽 不 十 分 好 但 可 看 到 一 个 强 的 入射 弧 的 衍射 照片 .这 个 衍射 弧 相 当 于 沿 纤 维 轴 方 
向 周期 约 为 0. 34nm 的 重复 结构 所 产生 的 衍射 ,揭示 了 DNA 分 子 中 含有 大 量 的 以 某 种 型 式 存 
在 的 规则 结构 1953 年 ,R.E. Franklinf7?] 拍 摄 到 十 分 好 的 照片 ,成 为 Watson-Crick 的 右手 双 
螺旋 DNA 模型 的 主要 实验 根据 ,她 将 足 量 的 燕 馏 水 加 至 小 块 纤维 状 的 小 牛 移 腺 NaDNA El 
体 中 形成 胶 ,将 一 针尖 放 和 人 胶 中 ,然后 慢 慢 地 朱 拉 。 由 适当 地 控制 胶 的 含水 量 和 抽 拉 的 速度 ,可 
以 随意 将 NaDNA RARER A EIAS Elem 直至 大 到 100um 的 纤维 ,将 直径 为 50pm 的 单 
根 纤维 用 纤维 素 胺 直接 固定 在 直径 为 100pm 的 X 射线 准 直 器 的 管 口上 ,拍摄 纤维 衔 射 照片 ， 
用 Ni 滤波 的 CuK。 射线 ,样品 与 底片 的 距离 为 15mm , 照射 62 小 时 。 由 于 这 样 小 的 样品 的 衍射 
TH ,为 了 消除 由 空气 产生 的 散射 ,在 整个 实验 中 ,将 氢气 通过 合适 的 无 机 盐 忽 和 溶液 后 进 
A X 射 组 衍射 照相 机 内 ,并 在 相机 内 放置 一 个 盛 有 相同 饱和 盐 溶 液 的 小 容器 。 样 品 在 照射 前 
需 在 这 个 相机 中 放置 至 少 1 小 上 时。 用 这 样 的 方法 ,使 整个 照相 过 程 在 恒定 的 混 度 下 进行 ,以 控制 
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图 8.6 DNA 红 维 样品 的 衍射 原理 图 


样品 的 含水 量 。 结 果 得 到 了 十 分 好 的 衍射 照片 , 见 图 8.7(b).DNA 的 纤维 因 含 水 量 和 阳离子 不 
同 而 分 别 产生 A 型 DNA[ 图 8.7(a)]\B 型 DNA[ 图 8.7(b)] 以 及 C 型 DNA( 图 8.7c) 三 类 衍射 
花样 ,A-DNA、B-DNA 以 及 C-DNA 分 别 是 相对 湿度 为 75% 的 NaDNA、 相 对 湿度 为 92% 的 
NaDNA 以 及 相对 湿度 为 66% 的 Li DNA ,它们 的 入射 花样 ,特别 是 B 型 ,在 子午 线 区 域 中 呈现 
出 崇 旋 结构 所 特有 的 衍射 花样 , 即 往 射 斑点 的 X 形 排列 ,并 旦 在 B 型 入射 花样 中 有 一 个 租 当 
FO. 34nm 周期 结构 的 十 分 强 的 子午 线 衍 射 斑点 。 还 发 现 A 型 与 B 型 可 相互 转化 。 

M. H. F. Wilkinsr”*” 也 进行 了 许多 研究 工作 , 除 拍摄 了 人 上述 C € DNA Bil Li DNA 的 本 
射 照片 并 对 A-,B- 和 C-DNA 模型 进行 了 结构 修正 外 ,还 对 从 大 肠 杆菌 .小 麦 胚芽 以 及 猪 胸腺 
等 提取 的 DNA 进行 了 衍射 实验 ,发 现 都 给 出 B 型 衍射 花样 。 

8.2.2 DNA 右手 双 螺 旋 结 构 模型 

众所周知 的 Watson-Crick 右手 双 螺旋 DNA 模型 是 在 上 述 DNA 的 和 射线 纤维 入射 研究 
的 基础 上 建立 起 来 的 .前 人 进行 了 大 和 量 的 工作 ,积累 了 丰富 的 资料 ,并 曾 提出 了 多 种 DNA 结 
构 横 型 .其 由 ,R.E. Franklin 曾 指出 DNA 是 两 条 链 的 螺旋 ,不 过 她 没有 给 出 其 体 模 型 。 当 时 也 
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图 8.7 A 型 (a).B 型 (0) 和 CC 型 (CYDNA 的 纤维 衍射 花 样 


有 人 发 表 了 另 一 些 具 体 的 螺旋 结构 模型 :在 一 个 模型 中 ,DNA 是 由 三 股 相互 缠绕 的 链 组 成 的 ， 
磷 酰 基 靠 近 纤 维 轴 , 碱 基 在 外 面 ;在 另 一 个 三 股 链 结 构 模 型 中 , 磷 酰 基 在 外 面 , 碱 基 在 内 部 由 氨 
键 结合 在 一 起 ;还 有 四 股 链 模 型 等 .J. D. Watson 和 下 . H. C. Crick 否定 了 上 述 模 型 ,指出 第 -- 
个 三 股 链 模型 至 少 有 两 点 不 合理 ,其 一 是 由 于 产生 X 射线 纤维 衍射 花样 的 物质 是 DNA 盐 , 而 
不 是 DNA 自由 酸 , 所 以 没有 酸性 的 氨 离 子 ,无 法 解释 什么 力量 能 使 结构 维系 在 一 起 ,特别 是 
带 负电 荷 的 磷酸 盐 若 靠近 轴 , 会 相互 排斥 ;其 二 是 有 一 些 范 德 华 距 离 太 小 了 ,对 于 另 一 个 三 股 
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链 模型 和 四 上 肛 链 模型 等 , 则 认为 显然 难以 解释 ,特别 是 对 于 当时 生物 化 学 家 已 经 前 明了 的 关于 
REA 5 T 1 K G 5 C 含量 分 别 相等 的 这 一 基本 事实 都 被 忽略 了 .Watson 和 Crick 为 DNA 
盐 提 出 了 一 个 根本 不 同 的 慌 型 ,于 1953 年 发 表 在 “自然 ?杂志 上 ,这 就 是 著名 的 Watson-Crick 
右手 双 螺 旋 模 型 5, 见 图 8.8。 
Watson 和 Crick 依据 B-DNA 纤维 街 射 花样 中 相当 于 
0. 34nm 周 期 结构 的 子午 线 反 射 以 及 碱 基 A 与 T,G 5 C 含量 相 
等 的 定 其 分析, 根据 通常 的 立体 化 学 原理 和 数据 ,用 搭 模型 的 方 
法 ,正确 地 预言 出 DNA 的 立体 结构 ,并 解释 了 遗传 机 理 .在 模型 
研究 中 ,他 们 注意 到 在 A 与 T 和 G 与 CC 之 间 能 形成 以 氨 键 相连 
接 的 碱 基 对 ,图 8. 9 为 后 来 经 M. H. F. Wilkins-”! 精 收 过 的 碱 基 对 
结构 图 ,两 种 碱 基 对 具有 相同 的 尺度 .DNA 作为 一 个 规则 的 两 条 
链 的 结构 ,在 两 条 链 上 相对 着 的 碱 基 之 间 形 成 揽 键 ,细致 的 模型 
建造 研究 表明 了 ,只 有 当 两 条 链 是 反 平 行 时 ,才能 形成 这 样 的 碱 
基 对 结构 , 见 图 8. 10, 然 而 , 反 平 行 排列 的 两 条 链 具有 形成 各 种 类 
型 构象 的 可 能 性 ,一 种 可 能 的 构象 是 梯子 形 , 多 图 8. 11(a) .在 其 
中 ,各 链 将 是 完全 伸展 的 ,因而 残 基 之 间 在 长 轴 方 向 上 的 距离 应 
为 0. 68nm. 相 邻 碱 基 对 的 距离 也 是 0. 68nm ,这 上 岸 , 就 会 在 它们 之 
局 形成 大 的 空隙 ,必须 由 水 分 子 来 填补 .但 是 ,这 将 是 能 量 上 不 利 
图 &.8  Watson-Crick 右手 双 的 结构 ,因为 碱 基 平 面 是 蓝 水 性 的 ,它们 倾向 于 与 其 他 相似 的 政 
BE DNA 模型 水 表面 接触 . 反 平 行 双 链 的 另 一 种 可 能 的 构象 是 由 梯形 结构 以 简 
这 是 1953 年 发 表 在 自然 杂志 上 单 的 右手 扭曲 而 形成 的 双 螺 旋 结 构 。 当 它 形成 时 , 碱 基 对 之 间 的 
amt pp Wa 距离 减 小 ,直至 它们 以 0, 34nm MERTEBE E WNNR 
matrxtonswxe 对 之 间 形 成 最 紧密 的 接触 。 在 这 种 构象 中 ,大 约 每 10 个 核 童 酸 残 
基 即 治 螺旋 轴 每 3. 4nm ,结构 重复 出 现 , 这 能 很 好 地 解释 衍射 花样 
中 3. 4nm 和 0. 34nm 的 衍射 斑点 ,图 8. 11(b) 为 这 种 构象 的 示意 


图 。 
在 Watson-Crick 的 DNA 模型 中 ,B-DNA 分 子 是 两 条 反 平行 的 多 核 荫 酸 的 右手 双 嵌 旋 
结构 .两 条 链 以 垂直 于 螺旋 轴 的 二 重 轴 对 称 性 缠绕 在 -- 起 , 带 负 电荷 的 厨 酸 - 糖 主 链 在 分 子 的 
外 部 ,阳离子 容易 接近 它们 , 磷 原 子 与 螺旋 轴 相 距 1, 0nm ,因而 分 子 的 厚度 约 为 2. Onm; BR d Xj 
AT,G 一 C) 在 分 子 的 内 部 ,以 氢 键 相连 系 , 所 有 了 碱 基 对 以 0. 34nm ff [8] Fg MES ZE 55 SUE Shab 
EYFEL : 糖 环 大 致 垂直 于 与 其 相连 接 的 碱 基 平 面 ;每 10 个 碱 基 对 形成 一 个 完全 的 周期 , 同 
一 条 链 上 相 邻 核 苷 酸 残 基 之 间 相 差 38", 因 而 每 10 个 核 苷 酸 残 基 之 后 结构 重复 , 即 分 子 在 螺旋 
轴 方 向 上 的 周期 为 3. nm, 
如 果 用 核糖 代替 脱氧 核糖 ,那么 就 不 能 建造 成 这 个 模型 ,因为 多 出 的 那个 氧 原子 会 使 范 德 
华 距 离 太 近 了 ;另外 ,还 发 现 假若 碱 基 在 结构 中 仅 以 最 常见 的 酮 式 (而 不 是 烯 醇 式 ) 存 在 的 话 ， 
那么 只 有 入 与 下 或 6G 与 C 才 能 结合 在 :一 起 ,因此 ,虽然 在 单 链 上 碱 基 的 序列 是 不 受 任何 限制 
的 ,但 是 只 要 一 条 链 上 的 碱 基 序 列 已 确定 了 的 话 , 另 一 条 链 上 的 大 基 序列 自然 地 也 确定 了 。 
Watson 和 Crick 从 这 种 特殊 的 碱 基 配 对 结构 指出 了 遗传 学 物质 可 能 是 通过 DNA 拷贝 的 机 制 
进行 遗传 信息 传递 的 ,他 们 坚信 DNA 就 是 基因 ,这 在 当时 很 多 人 还 是 持 怀疑 态度 的 ,这 个 模 
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图 8. 10 碱 基 互 补 的 反 向 双 股 DNA 片段 示意 图 
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图 8. 11 ， 碱 基 配 对 的 DNA 的 两 种 可 能 的 不 同 均 象 的 示意 图 
Ca) 梯形 构象 !(b? 双 螺旋 形 构象 


型 提出 后 ,基因 及 复制 等 问题 迎刃而解 .这 个 模型 提出 9 年 以 后 ,他 们 被 授 子 1962 年 诺 内 尔 生 理 
学 和 医学 奖 。 几 十 年 来 ,遗传 密码 .DNA 重组 ,DNA 调控 ,遗传 工程 及 蛋白 质 工程 等 都 迅速 被 
盖 明 .发 展 或 应 用 了 。 

起 据 DNA HENIE. M B-DNA 相似 的 方法 ,人 们 推测 出 其 他 类 型 DNA 的 右手 
双 螺 旋 模 型 .在 A-DNA 模型 中 ,分 子 的 周期 是 2. 82nm ,每 个 周期 中 有 11 个 碱 基 对 ,这 些 碱 基 
对 的 平面 以 大 约 19* 倾 斜 于 分 子 的 轴 ; 在 C-DNA 模型 中 ,分 子 的 周期 为 2. 88nm ,每 个 周期 中 有 
9. 3 个 碱 基 对 ,它们 的 平面 以 6 倾斜 于 分 子 的 轴 ; 此 外 ,还 发 现 了 其 他 类 型 的 DNA 构象 .例如 ， 
Æ T 8l DNA «CJ, TEES P (88185 DNAO ,分 子 的 周期 为 2. 72nm ,一 个 周期 中 有 8 个 碱 基 
对 。 

8.2.3 ATERS RER HARAR X 射线 衍射 结构 分 析 

DNA 是 遗传 物质 ,因而 了 解 它 的 细微 结构 变 得 越 来 越 重要 ,尤其 是 酶 对 DNA 的 作用 以 
及 基因 调控 中 涉及 到 许多 蛋白 质 ,都 要 回答 一 个 关键 问题 , 即 蛋 白质 所 识别 的 DNA 的 局 部 区 
域 是 否 具 有 与 DNA 其 他 部 分 不 同 的 结构 ,以 解释 DNA- 蛋 白质 相互 作用 的 特异 性 机 理 等 等 。 

由 于 纤维 本 射 所 产生 的 本 射 点 数目 太 少 ,实验 数据 不 足 , 因 而 只 是 唱和 体 学 分 析 的 一 个 粗略 
的 方法 。 结 构 分 析 受 到 限制 ,只 能 提供 DNA 分 子 的 平均 构象 ,不 能 分 析 至 原子 水 平 ,因而 不 能 
测定 由 特定 的 碱 基 序 列 所 引起 的 在 DNA 双 螺 旋 中 的 局 部 变化 .与 蛋白 质 的 精确 结构 测定 相 
同 ,要 求 具 有 三 维 有 序 性 的 单 唱 体 ,只 有 X 射线 单 蝇 衍 射 法 才能 获得 大 量 衍射 数据 ,精确 测定 
H DNA 的 结构 ,但 是 ,DNA 的 分 子 量 太 大 ,无 法 生长 单 晶 .有 人 试图 用 天 然 DNA 的 片段 生长 
电 体 ,至 今 也 未 见 成 功 的 报道 直到 20 世 纪 70 年 代 末 ,人 工 合成 DNA 片段 的 技术 已 发 展 到 能 
有 效 地 制备 X 射线 单 晶 衔 射 法 所 要 求 的 量 和 纯度 时 DNA 的 高 分 辩 率 结构 分 析 才 得 以 实现 。 

用 人 工 合成 的 自身 互补 窒 核 车 酸 片段 能 较 好 地 模拟 天 然 DNA 双 螺 旋 结构 ,1978 年 "1 发 
表 了 第 一 个 被 结晶 和 进行 了 单 晶 结 构 分 析 的 这 种 寡 核 昔 酸 片段 , 即 四 核 昔 酸 dpApTpApT)。 
BT BESCRERE EE BR S RR X 射线 街 射 分 析 的 主要 目的 是 试图 揭示 碱 基 序 列 对 DNA 双 螺 旋 
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结构 的 影响 ,并 由 此 而 了 解 与 蛋白 质 识 别 DNA 有 关 的 破 基 对 所 引起 的 梅 象 变化 ,因此 ,人 们 
所 设计 合成 的 DNA 片段 常 为 含有 已 知 的 与 蛋 白质 相互 作用 的 特 半 的 厌 基 序列 ,例如 ， 
d(CGCGAATTCGCG) 所 含有 的 GAATTC 序列 ,是 EcoR I 限制 性 内 场 梅 的 天 然 识 别 和 切割 
的 位 点 ,而 同时 测定 d(CGCGAATTCGCG) 的 省 化 物 的 晶体 结构 是 为 了 模仿 企 基 因 表 达 调 控 
过 程 中 所 涉及 到 的 5- 甲 基 胞 啥 啶 所 引起 的 结构 变化 .又 例如 ,d(GGTATACC) 含 有 的 TATA 
序列 ,是 原核 生物 和 真 核 生 物 基因 的 启动 基因 区 域 中 的 一 个 交感 序列 部 分 ,并 与 在 DNA RE 
旋 解 缠绕 和 进行 转录 之 前 的 RNA 聚合 酶 的 结合 有 关 。 再 如 ,qd(GGCCGGCC) 含 有 的 CCGG 是 
限制 性 内 切 酶 Hpa T 的 识别 位 点 等 等 。 


d-(CpGpCpGpCpG) 
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图 8. 12 43 HORE A qg DNA 和 RNA 结 品 过程 中 的 反 离 子 作用 


与 蛋白 质 类 似 ,DNA 片段 作为 生物 多 聚 分 子 的 结晶 作用 与 浓度 .溶剂 的 种 类 .溶液 的 离子 
强度 和 pH 以 及 温度 等 都 有 关系 ,而 且 , 根 据 t-RNA 晶体 生长 的 经 验 ( 见 8. 3. D ,在 生长 DNA 
片段 的 晶体 时 ,也 常 需 加 入 一 些 多 聚 胺 ,例如 精 胺 , 尸 胺 、 精 胀 或 腐 胺 等 ,它们 可 能 是 作为 磷酸 
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根 负 离子 的 反 离子 而 起 作用 的 , 见 图 8. 12, 现 以 1979 年 由 A. Rich 的 洋 验 室 完成 的 著名 的 左手 


图 8. 13 Z-DNA 的 结构 
ca) 两 个 独立 的 六 核 背 酸 d(CG)s 的 构象 ;(b) 两 条 d(CG)s 链 反 平 行 互补 形成 一 个 双 螺 旋 分 子 ; 
(ec) 三 个 双 螺 旋 分 子 沿 卓 胸 的 C 轴 堆 积 ,看 起 来 像 一 个 连续 的 双 妮 旋 结 构 


DURE DNA 片段 d(CGCGCGp) 的 结 鼎 作 用 为 例 ; 用 坐 滴 式 蒸汽 扩散 法 ,以 5% 异 丙 醇 /水 作 

沉淀 剂 ,用 d(CG)s 的 锐 盐 在 含有 30mmol/l — Hi e 6 db Zt vp X CpH 7. 0) .10mmol/1 4 Ric pu 

TEH 15mmol/IMgCl; 以 及 2mmolMld(CG) 的 溶液 中 生长 量 体 .4CT 下 3 个 星期 ,得 到 了 

0. 7mm X 0. 7mm X 0. 5mm 的 晶体 。 像 蛋白 质 晶体 那样 ,在 进行 X 射线 衍射 实验 时 , 需 将 d 

(CG); 的 晶体 装 入 封闭 的 玻璃 毛细 管 中 ,并 放 人 和 一滴 母 液 .晶体 衍射 分 辨 率 达 到 了 0. 09nm , 共 

收集 到 15000 以 上 个 衍射 点 的 强度 数据 .制备 了 三 个 不 同 的 重 原子 入 生物 (Ba*+ ,Co 以 及 
156 


Cui+ ), 用 多 对 同 晶 置换 法 解 出 了 原子 水 平 的 结构 ( 见 图 8. 13). 


th? B-DNA 


图 8, 14 Z-DNA(a) 与 B-DNA(b) 结 构 外 观 的 比较 


现在 , 单 草本 射 分 析 已 成 为 研究 DNA 立体 结构 的 主要 手段 有 的 已 测 至 原子 水 平 ,有 的 

虽 受 到 晶体 衍射 能 力 的 限制 ,分辩 率 仅 达 0. 25nm 至 0. 18nm, 但 是 主要 的 构象 特点 如 碱 基 平 面 
所 取 的 扭 角 等 可 以 被 测定 到 几 度 的 精确 度 ,甚至 各 个 原子 的 位 置 也 能 被 识别 ,至 今 已 公布 了 几 
十 种 人 工 合成 DNA 片段 的 晶体 续 枸 除了 大 多 数 均 为 右手 双 螺 旋 DNA 构象 外 ,如 前 所 述 ， 
1979 年 A. Rich 等 人 M31 还 首次 发 现 d(CGCGCG) 为 左手 双 螺 旋 DNA ,此 外 ,1980 年 由 R. E. 
Dickerson 的 实验 室 [31 对 自身 互补 的 d(CGCGAATTCGCG)12 聚 体 单 晶 进行 的 高 分 辨 率 义 
射线 衍射 结构 分 析 , 也 首次 确证 了 通常 被 认为 在 生物 体 中 占 优 势 的 B-DNA 构象 妈 Watson- 
Crick 模型 的 基本 正确 性 .特别 是 ,现在 所 观察 到 的 所 有 DNA 构象 ,包括 A-DNA , B-DNA ,C- 
DNA 以 及 Z-DNA 等 ,都 保留 了 Watson-Crick 模型 的 碱 基 对 氨 键 类 型 。 但 是 ,至 今 研 究 过 的 大 
多 数 DNA 片段 具有 A-DNA 构象 .这 表明 A-DNA 构象 在 相当 广泛 的 条 件 下 是 稳定 的 .很 可 
能 在 生物 体 中 ,A 型 和 B 型 都 是 重要 的 .此 外 ,从 现 有 的 研究 结果 ,已 可 得 出 下 述 结论 :(1) 在 ， 
双 螺 旋 的 构象 中 ,有 局 部 的 可 变性 ;(2? 碱 基 堆 积 的 形式 是 这 些 局 部 构象 变化 的 主要 决定 因素 。 
由 于 糖 -磷酸 主 链 和 糖 车 键 的 扭 角 变 化 使 大 基 以 能 量 有 利 的 各 种 形式 堆积 ,(3) 局 部 的 变化 能 
导致 双 螺旋 结构 整体 的 变化 如 弯曲 和 沟 的 加 宽 等 .局 部 的 和 整体 的 构象 变化 都 可 能 为 DNA 
被 菜 种 蛋白 质 识别 提供 特异 性 ,由 于 目前 所 测定 的 DNA 片段 数目 有 限 ,因此 还 没有 足够 的 资 
- 料 断 定 DNA 构象 的 变化 是 决定 于 特殊 的 碱 基 序 列 而 不 是 外 部 条 件 。 但 是 可 以 预料 , 当 更 多 的 
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DNA 片段 .DNA 结 台 蛋白 和 它们 的 复合 物 以 及 调 熔 蛋 白 的 蜡 体 结构 在 原子 水 平 上 被 分 析 以 
后 ,所 发 现 的 DNA 结构 的 多 样 性 将 会 对 生物 学 的 发 展 具 有 深远 的 意义 。 
8.2.4 Z-DNA 左手 双 暴 旋 结 构 
前 而 已 经 提 到 ,1979 午 A. Rich 4$ AJH A T- RARER d(CpGpCpGpCpG) 进 行 单 昌 
衍射 结构 分 析 , 发 现 了 一 种 左手 双 曙 旋 DNA 构象 , 见 图 8. 13. 图 中 可 以 看 到 两 条 反 向 的 
d(CG): 核 并 酸 链 互补 形成 一 个 左手 双 螺旋 分 子 , 三 个 这 样 的 分 子 沿 着 晶 胞 的 C SHE, E PR 
在 这 个 螺旋 结构 中 由 于 在 每 个 12 体 分 子 的 末端 残 基 上 缺少 一 个 磅 酸根 基 团 而 被 中 断 , 但 看 起 
来 像 一 个 连续 的 左手 双 螺 旋 结 构 。 在 这 种 螺旋 结构 中 ,由 于 糖苷 键 的 扭 角 是 顺 反 交替 的 (在 
B-DNA 中 全 为 反 式 的 }, 使 得 糖 -磷酸 主 链 的 走向 成 为 Z 字形 , 即 连接 磷酸 基 团 的 线 为 Z 字 型 
( 见 图 8. 140 ,因而 被 称 为 Z-DNA( 在 B-DNA 中 ,连接 磷酸 基 团 的 线 是 光滑 的 ) .在 Z-DNA 中 ， 
螺旋 的 重复 周期 即 螺 上 距 为 4. 5nm, 含 有 12 个 碱 基 对 , 即 d《CG); 的 了 黄 个 双 螺 旋 分 子 ;因而 每 个 核 
PRRE LHES YO. 37nm; 碱 基 对 的 平面 以 7" 倾 斜 于 分 予 的 轴 。 
现在 已 有 证 据 表 明 ,Z-DNA 也 可 存在 于 天 然 DNA i Ra 这 种 不 常见 的 构象 可 
-能 在 调控 基因 表达 中 起 着 重要 的 作用 。 
8.2.5 DNA 双 螺 旋 结 构 的 构象 变化 
综 前 所 述 ,在 所 有 天 然 存 在 的 和 人 工 合成 的 DNA 双 螺 旋 结 构 中 ,都 发 现 了 相同 的 碱 基 对 
堆积 结构 。 但 是 ,由 于 每 个 核 音 酸 具有 6 个 可 旋转 的 单 键 以 及 糖 环 具 有 一 定 的 柔韧 性 ,可 以 形成 
4 种 折 玖 构象 ,因而 实际 观察 到 了 前 述 各 种 不 同 构象 的 DNA 双 螺 旋 结 构 [%J, 在 表 8. 2 和 图 8. 15 
中 进行 了 出 较 。 
表 8. 2 A-,B- 和 Z-DNA 结构 的 比较 


A-DNA B-DNA Z-DNA 
HE 右手 的 右手 的 左手 的 
每 图 的 残 基数 11 10 12(6 个 二 栖 } 
每 个 残 基 上 升 的 距离 (nm) 0. 255 0. 34 0, 37 
E (nm) 2.8 3.4 4.5 
3k o SEE CO 20 5 
每 个 残 基 旋 转 的 角度 (") 33 36 一 60( 每 个 二 栖 } 
糖苷 的 构象 
B SU + Bx BR ER 
EASE BE 反 式 MA 
L IER. 
Ra sub r C-3 -内 型 C-2'- 内 型 C-2 .内 型 
Bie C-3' -内 型 C-2' -内 型 C-3' - 肉 型 


E B-DNA 中 ,螺旋 每 图 含 10 个 碱 基 对 , 碱 基 对 的 平面 接近 于 与 螺旋 轴 穗 直 , 糖 环 为 
C-2' -内 型 构象 .B-DNA 被 认为 是 DNA 在 溶液 中 的 主要 构象 , 当 水 化 的 DNA 纤维 中 失去 一 
些 水 后 , 双 螺 旋 压 缩 舍 近 , 变 成 了 A-DNA 构象 ,每 图 大 约 为 11 个 碱 基 对 , 碱 基 对 倾斜 于 螺旋 轴 
£#J20°, 883809 3 2388 A C-3' -内 型 构象 .Z-DNA 是 左手 双 螺 旅 ,每 圈 含 12 个 碱 基 对 , 碱 基 对 的 
平面 相对 于 B-DNA 中 的 碱 基 对 平面 为 绕 糖 苷 键 旋 转 了 大 约 180, 见 图 8. 16, 3C] IS RC Dt 
阁 键 的 旋转 使 脱氧 岛 彰 变 为 顺 式 构象 ;而 对 于 脱氧 胞 背 来 说 ,由 于 胞 喀 啶 和 脱 氢 核 糖 都 被 旋转 
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i Z-DNA 


` lay A-DNA tbo B-DNA 
B]8.15 MATAS HIH óh J 2635) Br 585 30169 ERIRE DNA 结构 
GO BLA CER CGGTATACCDP RE FRERET EE TT EIF DS S GTATACO, 88 A-DNA;(b)Hi- F: 
WOEERCCGCGAATTPCGCG H F k 104- AE XE SER nÍ P= E B FERIA (GCGAATTCGC), HE B-DNA; 
Ce) A7 WFE (CCGCGCGO RS rf d 4/1 BREST EERE ii jc BR (GCGCO-- fH Z-DNA 


T Fi 85 BUE EI AR RUPERE MRAR EG c URS S: e 7s a] ep 2 292 38356 LR 02 32 tE 80 
ICE BE EUCH 82 32 ELTE pk) zk , E Z-DNA 中 脱氧 鸟 苷 和 M SURE? PEOROSUMS BUSCAR eR # , 
使 得 糖 -磷酸 盐 骨 架 成 为 Z 字形 .而且 , 正 因为 喀 啶 难以 形成 顺 式 构象 ,所 以 很 可 能 只 有 在 一 级 
结构 具有 交替 的 嘿 叭 和 除 喧 序列 时 才能 形成 Z-DNA .不 过 ,现在 的 观察 也 发 现 左手 螺旋 的 
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B-DNA Z-DNA 


(a) 


图 8.16 B-DNA #Z-DNA 的 拓扑 学 关系 变化 示意 图 
假若 将 BDNA 中 的 4 个 夏 基 对 绕 糖 背 键 旋转 区 180", 则 变 成 了 Z-DNA F E, 
这 些 碱 基 对 将 不 能 直接 堆积 在 B-DNA 片 县 中 的 碱 基 对 上 


DNA 也 可 以 存在 于 天 然 DNA 的 特殊 区 域 中。 
8.3 ”核糖 核酸 CRNA ) 的 品 体 结 构 


现 已 发 现在 生物 细胞 中 含有 三 种 主要 的 RNA, BREZ ik RNA (rRNA)、 转 移 RNA 
(RNA) 以 及 信使 RNACmRNA) .其 中 rRNA 由 一 100 一 3100 个 核 苷 酸 组 成 , 约 后 全 部 RNA 
的 80%, 是 构成 细胞 中 执行 蛋白 质 合 成 的 颗粒 即 核 糖 体 《ribosomes) 的 骨架 结构 ;tRNA 由 

160 


75 一 90 个 核 若 酸 组 成 , 占 16%, 它 能 将 激活 了 的 各 种 氨基 酸 携 带 至 mRNA 模板 上 ,每 种 氨基 酸 
都 有 一 种 或 几 种 与 其 相应 的 tRNA;mRNA 由 75 一 3000 个 核 背 酸 组 成 , 仅 占 2% ,其 主要 功能 
是 将 贮存 于 DNA 中 的 遗传 信息 转运 到 核糖 体 中 。 此 外 ,还 有 病毒 RNA 等 。 

RNA 5 DNA 的 一 级 结构 及 其 异同 已 在 前 面 讨论 过 了 .近年 来 ,试图 研究 各 种 RNA 晶体 
结构 的 人 越 来 越 多 了 ,但 是 由 于 RNA 比 蛋 白质 更 难以 得 到 晶体 ,所 以 尽管 已 有 数 百 个 各 种 
RNA 的 核 背 酸 序列 已 被 测定 ,但 空间 结构 却 很 少 被 测定 。 到 目前 为 止 ,用 X 射线 入 射 法 研究 
得 较 清 楚 的 只 有 tRNA 的 部 体 结构 .关于 mRNA ,至 今 尚 无 二 级 结构 和 三 级 结构 的 可 靠 资 
料 , 这 是 由 于 它们 很 不 稳定 ,而 且 有 证 据 表 明 它 是 与 特殊 的 蛋白 质 结合 在 一 起 而 存在 的 ,因而 
要 将 mRNA 进行 结晶 和 用 XX 射线 衍射 法 测定 结构 是 困难 的 .至 于 rRNA 的 空间 结构 测定 ,已 
有 一 些 进展 ,例如 高 嗜 热 细 蓝 HB8 的 5SrRNA 已 生长 出 若干 种 晶体 并 进行 了 低 分 辨 率 X 射线 
衍射 研究 .此 外 ,还 有 病毒 中 的 RNA 将 在 第 十 章 中 讨论 。 本 章 只 讨论 tRNA Bil PRAE, 

所 有 的 tRNA ,不 论 来 自动 物 , 植 物 还 是 微生物 ,分 子 量 都 在 25000 道 尔 顿 左右 ,由 70 一 90 
个 核糖 核 昔 酸 残 基 组 成 。 其 5 -末端 大 多 为 pG… ,也 有 为 BC… 的 ;其 3 -未 端 均 为 ….CpCpAOH。 
t-RNA 的 二 级 结构 都 显 三 叶 草 形 。 由 于 双 螺 旋 结 构 所 占 的 比例 较 高 , 折 以 是 十 分 稳定 的 .三 叶 
ER HOC AE BE CA mino acid arm)、 二 氢 尿 喀 喧 环 (CDHU-toop)、 反 密码 子 环 (Anticodon 
loop) ,额外 环 (Extra loop) 和 TYC I (TYC loop) 等 五 部 分 组 成 , 见 图 8. 17 .从 图 中 可 以 看 到 ， 
t-RNA ZI TB BUE ENDE WEE, 
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图 8.17 酵母 ?RNA” QUEE BETTE PI C DERE SERO C7 OR ES CER. 
连接 碱 基 的 ,和 实 线 表 示 氨 刍 
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8.3.1 RNA 的 结晶 和 晶体 结构 分 析 

HT RNA 分 子 量 较 小 , 困 此 ,可 以 生长 出 晶体 ,并 用 X 射线 单列 生 射 法 进行 高 分 辨 率 的 
结构 分 析 。 现 已 报道 生长 出 晶体 的 有 从 酵母 得 到 的 t-RNA 混合 物 、t-RNA™ , t-RNA*", 
tRNA tRNA 和 tRNAYT 等 以 及 从 大 肠 杆 菌 得 到 的 ORNA, tRNA , t-RNA". t- 
RNA"" ,i-RNA" fü t-RNA ™ SE 3o -RNA 的 晶体 .大 多 数 是 几 汽 相 扩散 法 获得 的 ,而 且 广 
证 应 用 了 挥发 性 有 机 溶剂 ,如 乙醇 .二 氧 六 环 . 异 两 醇 . 丙 酮 以 及 2- 甲 基 -2.4 二 羟基 戊 二 醇 
(MPD) 等 作 沉淀 剂 .由 于 t-RNA 对 小 离子 的 敏感 性 可 能 比 大 多 数 蛋白 质 大 得 多 (这 也 许 是 反 
映 了 它 的 外 表面 有 特殊 的 阴离子 的 特性 ). 办 此 在 生长 晶 休 时 , 常 需 加 入 一 些小 的 多 聚 胺 如 精 
胺 . 尸 胺 、 精 胀 和 腐 胺 等 ,并 被 认为 是 生长 高 分 辩 率 X 射线 衍射 分 析 用 的 优质 晶体 的 关键 性 成 
分 .这 些 多 聚 胺 可 能 是 对 磷酸 根 负离子 起 着 特异 的 反 离子 作用 。 另 外 ,金属 阳离子 如 Mg", 
Ca Co 一 以 及 Mn 等 常 为 RNA 结晶 作用 所 必需 的 .而 卫 金 属 阳离子 与 多 系 胺 的 浓度 之 比 
是 一 个 决定 性 的 因素 .这 一 原理 后 来 也 应 用 于 人 工 合成 的 DNA 片段 的 唱 亲 生长 ( 见 8. 2. 3)。 
以 第 一 个 测定 出 晶体 结构 的 酵母 -RNA™ 正 交 晶 体 生长 各 件 为 例 ” ;用 坐 滴 式 汽 相 扩 散 法 、 
VÀ 1024 $E PS BE 26 10— 12 4(2- H1 E-2, 4- — 35 E [, BE CMPDO 为 平衡 溶液 ;结晶 溶液 中 含有 
3—5mg /ml t-RNA . 10mmol/] — 8 BERE gf dk E np (pH6. 0) ,10mmol/l MgCl; I4 & 9mmol/l 
精 胺 盐酸 盐 .在 4C 下 生长 晶体 .通常 需 几 天 至 长 达 2 个 星期 ,晶体 和 旋 进 照片 见 图 8. 18. 72 [8] BÉ 


(a) 


cH o 
(b) 
F38.18 MER ORNA" J E 2 d fk (a HE 88% 58 H eb) 
H P2,22 ,局 胞 参数 为 :4 一 3. Snm bi 5. 6nm c— 15. lam. 制备 了 重 庶子 衍生 物 ,如 ATP-Os， 
Pt,Sm 等 ,用 多 对 同 晶 署 换 法 分 析 癌 体 结构 :5 。 


除了 天 然 CRNA 些 体 结构 研究 外 .80 年 代 还 开始 了 对 人 虐 合 戚 的 寡 涌 该 糖 核 苷 酸 进行 单 
ñu X 射线 结构 分 析 , 例 如 (UUAUAUAUAUAUAA) 等 ， 
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级 结构 的 某 些 相互 作用 力 方面 差别 较 大 ， 


组 分 别 报道 了 酵母 tRNAP* 正 交易 体 和 单 斜 晶体 


Kds.19 W CRNA 的 睛 体 结 构 (a) 和 示意 图 (b) 
但 在 维持 


8.3.2 t-RNA 的 晶体 结构 
1974 年 ,A, Rich? / Ng fi A. Klugh 
0. 3nm 分 辩 率 的 结构 ， 两 者 基本 相同 ， 
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图 8. 20 酵母 tRNA“ 中 的 一 些 不 常见 的 使 三 级 结构 稳定 的 气 键 的 例子 


图 8. 19 是 A. Klug 小 组 测 出 的 结构 。t-RNA"“ 分 子 呈 L 世 形 ,分 子 线 度 为 6.5X7.5X2.5nm。 氨 
EREN TVC 臂 形 成 一 个 连续 的 双 螺 旋 区 ,构成 字母 工 的 下 面 一 模 , 而 二 氢 尿 喀 喧 臂 与 其 牌 
直 , 它 与 反 密码 子 各 及 反 密 码 子 环 共同 构 成 字母 L 的 一 竖 . 反 密码 子 臂 经 额外 环 而 与 二 氢 尿 
旷 陀 艾 相 连接 .此 外 ,二 氨 尿 喀 啶 环 中 的 某 些 碱 基 与 TC 环 及 额外 环 中 的 某 些 碱 基 之 间 形 成 
一 些 额 外 的 碱 基 对 .这 些 额外 的 碱 基 对 是 维持 RNA 三 级 结构 的 重要 因素 。 

现 有 资料 表明 ,Watson-Crick 碱 基 对 类 型 在 所 有 天 然 的 核酸 中 包括 RNA 在 内 都 是 普遍 
存在 的 。 在 tRNA“ 分子 中 ,有 20 个 碱 基 对 是 以 Watson-Crick 型 式 的 氨 键 相连 的 ;还 有 另外 40 
个 左右 的 气 键 不 属于 这 种 类 型 ,其 中 有 些 是 不 常见 的 .在 tRNA 的 不 同 区 域 之 间 形 成 的 氢 键 ， 
它们 使 复杂 的 三 级 结构 变 得 稳定 .图 8. 20 中 可 以 看 到 一 些 以 这 种 不 常见 的 氨 键 所 连 系 的 三 级 
结构 的 例子 。 除 此 以 外 ,在 +-RNA™ 中 ,磷酸 基 团 和 核糖 的 C-2-OH 基 团 也 参与 了 氨 键 .但 是 ， 
在 DNA 中 已 经 讨论 过 的 关于 碱 基 堆 积 对 于 使 规则 的 核酸 双 螺 旋 稳 定 的 重要 性 ,在 t-RNA 中 
也 同样 是 重要 的 特点 。 在 酵母 tRNA" 分 子 的 76 个 碱 基 中 ,只 有 4 个 (D8,D UU" RI G2) 未 参 
与 堆积 ,其 中 DA D" 二 氧 屎 吵 院 残 基 在 任何 条 件 下 都 不 可 能 堆积 ,因为 它们 不 再 具有 其 他 
碱 基 所 具有 的 平面 的 构象 .可 以 认为 ,在 tRNA 中 , 碱 基 的 堆积 和 各 种 氢 键 对 于 稳定 它 的 构象 
具有 大 致 相等 的 贡献 。 

£j DNA 中 的 脱氧 核糖 不 同 ,在 RNA 中 为 核糖 , 即 在 C-2 位置 上 有 一 个 一 OH 基 团 , 它 与 
C-3'—OH 基 团 形成 顺 式 构 型 .很 可 能 由 于 DNA 中 的 糖 环 上 元 C-2 一 OH 而 使 得 DNA 较 之 
RNA 来 说 具有 较 大 的 化 学 稳定 性 ,在 RNA 中 ,核糖 倾向 于 形成 C-3'- 内 型 折 酸 构象 ,因而 
RNA 中 的 双 螺 旋 具 有 类 似 于 A-DNA 的 构象 ,甚至 于 在 高 度 水 化 的 情况 下 也 如 此 。 

从 tRNA 的 晶体 结构 中 可 以 清楚 地 看 到 它 的 三 维 空间 结构 与 其 生物 学 功能 的 密切 关 
系 . 在 分 子 的 反 密 码 子 环 上 的 3 个 反 密 码 子 大 基 ,例如 tRNA 的 AAG(3' 一 5' 方 向 ) 朝 外 翻 出 ， 
它 可 互补 地 结合 到 核糖 体 中 的 mRNA 的 密码 子 例如 UUC(5' 一 3 方向 ) 上 ;而 分 子 另 一 端的 
和 氨基酸 芯 则 与 一 个 特定 的 氨基 酸 结合 ,例如 t-RNA™ 可 与 Phe 结合 ,从 而 将 这 个 氨基 酸 携带 
至 mRNA 模板 处 ,进行 按 特定 的 氨基 酸 序 列 合成 多 肘 链 的 过 程 。 
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第 九 章 ”病毒 的 立体 结构 


病毒 是 由 蛋白 质 和 核酸 组 成 的 最 简单 的 , 非 细胞 形态 的 生物 .有 些 病毒 还 含有 脂 类 . 糖 类 
物质 以 及 金属 离子 等 ,在 病毒 颗粒 中 , 悦 构 位 于 内 部 ,蛋白 质 在 外 部 包 囊 着 核酸 ,形成 蛋白 质 外 
过 ,每 个 病毒 颗粒 含有 一 种 或 -- 种 以 上 的 蛋白 质 ,每 种 蛋白 质 通 常 由 许多 相同 的 亚 基 组 成 . 病 ， 
EIA RNA 或 DNA ,两 者 不 可 兼 有 .有 的 病毒 只 含有 RNA( 单 链 的 或 双 链 的 ) , 称 为 RNA 病 
，， 毒 * 有 的 只 含有 DNA( 所 有 DNA 都 是 双 链 的 ,其 中 有 些 是 环 状 的 DNA), 称 为 DNA 病毒 .天 

”9.1 中 列 出 了 一 些 病毒 的 蛋白 质 种 类 数目 和 亚 基 的 大 致 分 子 量 以 及 所 含 核酸 的 种 类 .有 的 病毒 
还 具有 脂 蛋白 包 膜 (envelope) ,它们 的 某 些 蛋 白质 常 为 糖 蛋 白 , 这 些 糖 类 通常 是 由 岩 灌 糖 、 半 
乳糖、 氨基 葡萄 糖 以 及 甘露 糖 等 组 成 的 复杂 多 糖 .此 外 ， 有 些 病毒 还 含有 其 他 组 分 ， 例如 在 许多 
病毒 中 发 现 了 多 胶 和 金属 离子 如 铁 、 钙 、 镁 , 铜 . 铅 等 。 


9.1 病毒 的 形态 学 和 整体 结构 


在 电子 显微镜 下 可 观察 到 ,有 的 病毒 旦 杆 状 或 丝 状 颗粒 ;有 的 呈 近 球状 颗粒 (也 称 为 球状 
或 等 加 颗粒 ) ;还 有 些 病 毒 是 这 两 种 形状 的 组 合 ( 例 如 一 个 噬菌体 颗粒 ,具有 球形 的 头 部 和 杆 状 
的 尾巴 ) ,有些 病毒 ,特别 是 包 膜 病毒 ,大 多 是 多 形 性 的 , 即 在 某 一 群 颗粒 中 既 有 球状 的 颗粒 又 
有 杆 状 的 颗粒 .图 9.1 示 出 了 一 些 病毒 的 电子 显微镜 照片 。 

表 % 1 一 些 病 毒 的 蛋白 质 亚 基 和 核酸 种 类 


病 # 组 成 蛋白 质 的 种 数 亚 某 大 致 的 分 子 量 核酸 种 类 * 
uae Bi | 20500 RNA 
# S49 15000 
马 铃 莫 又 病毒 27000 
芸豆 南方 花 叶 病毒 30000 
烟草 花 叶 病毒 17500 
FARRE 41000 
EARLE H 58 £ 20000 
腺 病毒 7500--120000 
ABS FT EL SK £ 12 1400081139000 
KARAREHE $X174 5000—48000 
ps3 kF Bi ip X 11000—120000 
35 ECC W 5 do de 6000--35000 
ERR 13000— 43000 
狼 猴 病毒 40 16006— 17000 


* WO 2 0B r, RNA 都 是 单 甸 的 (SS) ,所 有 的 DNA 都 是 双 链 的 (4S) , 环 状 核酸 用 < 表示。 
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为 了 讨论 病毒 的 立体 结构 ,首先 要 弄 清 一 些 有 关 的 专用 述 语 .病毒 粒子 (virion) 指 成 熟 的 

有 具有 潜在 侵 染 力 的 病毒 颗粒 ;[ 病 毒 , 壳 体 (capsid) 指 围绕 着 病毒 核酸 并 与 之 紧密 相连 的 蛋白 

质 外壳 ; 核 过 (nucleocapsid) 指 壳 体 与 核酸 的 结合 体 ; 结 构 单 位 (structure units) 指 壳 体 的 蛋白 
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质 亚 基 ;[ 病 喜 " 壳 粒 (capsomer 或 capsomete) 或 形态 学 单位 Cmorphologic units) 指 在 电子 显 
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微 镜 下 下 以 辨认 的 [病毒 ] 壳 体 的 亚 结构 , 它 可 以 是 单个 的 结构 单位 ,也 可 以 是 一 镁 结构 单位 ; 
包 膜 (envolope) 是 由 脂 质 、 蛋 白质 , 糖 组 成 的 结构 ,通常 包 被 着 在 寄主 细胞 膜 上 的 成 熟 的 病毒 
粒子 (virion); 刺 突 tspike) 是 指 病毒 表面 的 凸 起 的 结构 。 
关于 病毒 颗粒 整体 结构 的 问题 ,F. H. C. Crick #l J. 
D. Watson! 根据 各 种 物理 的 、 化 学 的 以 及 生物 学 的 研 
究 所 提供 的 资料 ,于 1957 年 提出 了 一 个 重要 的 解释 和 理 
论 , 他 们 认为 ,由 于 简单 病毒 的 颗粒 十 分 微小 ,它们 仅仅 
含有 一 定 限量 的 核酸 ,因而 能 从 有 限量 的 核酸 密码 所 翻 
至 成 的 病毒 外 壳 蛋 白质 种 类 也 是 有 限 的 。 例 如 TMY 的 
核酸 RNA 只 有 6400 个 碱 基 , 按 三 联 体 密码 原理 计算 , 它 
至 多 也 只 能 为 10 种 蛋白 质 ( 按 每 种 蛋白 质 由 200 个 氨基 
| 酸 残 基 组 成 计算 ?进行 编码 .后 来 对 很 多 较 简 单 的 病毒 
外 壳 蛋 白质 进行 的 化 学 分 析 结 果 ,都 证 实 了 这 一 推断 ， 
ERRARE RKT 参考 表 9.1。 正 因为 每 个 病毒 颗粒 的 外 壳 蛋 白质 的 种 类 
列 的 方式 也 是 很 有 限 的 。 因 为 ,一 级 结构 相同 的 各 个 亚 
基 一 般 具 有 相同 的 二 级 结构 和 三 级 结构 ,这 些 立 体 结构 
相同 的 亚 基 彼此 会 义 相同 的 方式 识别 并 以 相同 的 各 种 性 质 的 次 级 键 结合 在 一 起 ,而 形成 有 规 
则 的 或 对 称 的 排列 堆积 .这 是 既 经 济 又 高 效 的 病毒 自我 组 装 方式 .也 就 是 说 病毒 具有 的 规则 性 
和 对 称 性 是 生物 学 的 基本 要 求 , 而 要 形成 这 样 的 规则 而 稳定 的 结构 ,至 少 要 满足 两 个 基本 条 
件 : 第 一 ,各 亚 基 间 形成 最 大 数 卓 的 特异 的 化 学 键 ,将 所 有 亚 基 有 规律 地 等 价 地 结合 在 一 起 ;第 
二 ,这 种 结构 必须 处 于 自由 能 最 低 的 状态 ,因而 是 最 稳定 的 结构 ,不 过 ,与 一 般 唱 体 中 相同 的 分 
子 之 间 严 格 的 等 价 结合 有 所 不 同 ,病毒 外 壳 蛋 白质 的 结构 中 ,各 亚 基 往往 并 不 是 严格 等 价 地 结 
合 , 而 是 所 谓 的 准 等 价 (quasi-equivalence) 地 结合 , 邵 在 一 个 有 规律 的 结构 中 ,化学键 等 价 相 结 
合 的 方式 有 稍 许 而 又 不 是 紊乱 的 变化 ,从 而 使 这 种 结构 有 可 能 比 严格 的 等 价 结合 更 为 稳定 , 见 
图 9. 2 中 的 例子 。 根 据 现 有 的 资料 表明 , 绝 大 多 数 病毒 分 属于 三 种 主要 的 对 称 组 ;螺旋 对 称 性 ， 
二 十 面体 对 称 性 以 及 这 两 种 对 称 性 组 合 的 复合 型 。 


(a) Ch)” 


9.2 ”病毒 的 结晶 和 样品 制备 的 一 般 原 理 


与 躁 酶 被 结晶 揭示 了 酶 的 蛋白 质 化 学 本 质 一 样 , 早 在 1935 年 Wendell M. Stanley HK 
报道 了 烟草 花 叶 病毒 CTMVY) 的 类 晶体 ,指出 这 类 传染 性 的 致 病 物 是 一 种 可 以 结晶 的 、 分 子 量 
惊人 地 高 达 几 百 万 的 蛋白 质 ( 当 时 由 于 未 检验 制品 中 的 磷 , 后 来 ,人 们 证 实 了 核酸 也 是 病毒 的 
成 分 ) ,揭示 了 病毒 的 化 学 本 质 , 推 翻 了 当时 公认 的 所 谓 “ 病 原 说 ”理论 .他 用 硫酸 匀 反 复 沉淀 
TMV 提取 液 的 方法 ,并 用 正式 栈 酸 铅 脱色 ,获得 了 大 量 纯化 的 病毒 .向 这 样 的 病毒 悬 液 中 加 
入 足 量 的 饱和 硫酸 铵 产生 混 油 , 然 后 逐渐 加 入 50% 饱 和 度 硫酸 铵 的 5% 酷 酸 溶 液 ,得 到 了 类 晶 
AK BD ETE BERE £10 7g /ml 也 仍 有 侵 染 性 ,而 且 即 使 经 过 多 达 10 次 的 连续 重 结晶 也 不 丧失 
其 侵 染 性 制品 的 侵 染 性 依赖 于 和 蛋白质 的 完整 性 ,后 来 许多 其 他 的 植物 病毒 和 动物 病毒 相继 被 
结晶 。 例 如 1938 年 ] D. Bernal 等 人 "报道 了 第 一 个 植物 球形 病毒 一 -番茄 从 矮 病 毒 (TBSV) 
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的 晶体 ,1959 年 :报道 了 第 一 个 动物 球形 病毒 :一 - 桨 骨 伙 质 炎 病毒 (Poliovirus) 的 晶体 。 图 9. 3 
mb T ES SERT BRE. 


(B9. 3. PRAKA a£ D d [k 55 f] 
(a) EAA E A 3 PL gh D ; (b HB CER Ue REP) h 14: 


完整 的 病毒 颗粒 和 它 的 外 壳 蛋 白质 可 以 分 别 被 纯化 和 结晶 并 分 别 进行 X 射线 衍射 单 晶 
结构 分 析 或 纤维 结构 分 析 . 与 病毒 整体 分 子 相 比 较 . 外 过 和 恒 白质 分 子 量 较 小 : 较 容易 结晶 和 进 
行 结构 分 析 , 因 此 某 些 病毒 的 外 壳 生 白质 结构 的 研究 比 病毒 颗粒 本 身 更 为 深入 .病毒 的 外 过 和 蛋 
白质 各 亚 基 之 间 以 及 它们 与 病毒 内 部 的 核酸 之 间 是 由 各 种 次 级 键 相 结 合 的 ,因此 ,用 - 些 能 破 
坏 氧 键 . 盐 键 或 琉 水 键 等 次 级 键 , 而 又 不 至 十 破坏 共 价 键 的 试剂 进行 处 理 , 能 将 病毒 颗粒 中 的 
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汪 丹 质 与 核酸 等 非 蛋 白质 部 分 分 开 , 或 使 蛋白 质 外 壳 解 聚 .常用 的 试剂 为 硝 碱 、 稀 酸 .1 一 2m 
mol/ 的 各 种 盐 类 ,高 浓度 蛋白 质变 性 剂 以 及 酚 或 十 二 烷 基 硫酸 钠 等 ,例如 ,人 在 稀 碱 如 
NaHCO: NaOH 、 寿 酸 盐 或 乙醇 胺 等 在 pH10 -10. 5 下, 即 可 将 TMV 颗粒 的 蛋白 质 部 分 释放 
出 来 ; 某 些 病毒 如 芜 芋 花 叶 病 毒 和 TMYV 的 一 些 株 系 ,对 碱 性 条 件 敏 感 , 可 用 醋酸 来 分 离 和 解 
聚 ; 某 些 病毒 如 背 乒 灰质 炎 病 毒 . 马 铃 昔 X 病毒 等 , 酸 碱 外 理 都 不 足以 使 蛋白 质 和 核酸 解 离 ， 
需 用 高 浓度 的 蛋白 质变 性 剂 如 尿素 ,盐酸 脾 {2mol/1) 等 ;又 如 首 藩 花 叶 病 毒 或 淮 麦 花 叶 病毒 
等 . 则 用 高 浓度 的 盐 类 如 1 一 2mol/1 的 NaCl.CaC0O; 进 行 处 理 等 ,上述 各 种 方法 ,都 有 可 能 使 帝 
毒 蛋 白质 不 回程 度 地 变性 ,有 的 是 可 道 变性 ,有 的 是 不 可 道 变性 ,必须 注意 、 


9.3 病毒 的 X 射线 衍射 分 析 研 究 简 述 


关于 病毒 的 X 射线 入 射 研究 始 于 19 世 纪 30 年 代 , 特 别 是 在 J.D. Bernal ^ fg Sz 8g S8 rj. 
早 在 1936 年 就 用 棒状 的 烟草 花 时 病毒 CTMYV) 的 定 加 排列 的 胶 状 样品 拍摄 了 病毒 的 第 一 个 纤 
维 衍射 花样 (R. W. G. Wyckoff 等 人 -* 在 此 之 前 观察 了 TMYV 的 XX 射线 溶液 散射 ), 并 于 1938 
年 闭 得 了 球状 的 植物 病毒 TBSVY 的 晶体 祝 . 但 是 ,直到 70 年 代 来 ,G, Stubbs 等 人 号 于 1977 年 
ftl S. C. Harrison 等 人 :5 于 1978 年 才 分 别 由 TMY 的 0. 4nm 分 辨 率 纤维 衍射 数据 和 TRSV 的 
0. 29nm 分 辨 率 单 晶 衍射 数据 ,获得 了 能 被 解释 的 电子 密度 图 .这 是 由 于 病毒 分 子 十 分 巨大 而 
复杂 .如 TBSV 病毒 粒子 分 子 星 几乎 为 1000 万 道 尔 顿 , 蝇 体 的 晶 胸 边 长 达 38. 3nm ,一 个 不 对 称 
单位 中 就 含有 60 万 道 尔 顿 以 上 ;而 棒状 病毒 如 TMY 颗粒 则 未 能 生长 出 适合 于 结构 分 析 用 的 
任何 晶体 , 它 的 结构 仍 不 得 不 用 纤维 衍射 的 方法 进行 测定 ,因而 丢失 了 许多 信息 ,这 两 个 病毒 
以 及 随后 其 他 一 些 植 物 病毒 和 动物 病毒 结构 的 测定 完全 是 在 实验 技术 和 理论 研究 迅速 发 展 的 
基础 上 才 实 现 的 ,首先 ,要 测定 病毒 等 这 样 一 些 大 的 组 装 体 , 尤 其 是 对 于 病毒 的 单 蝇 结构 分 析 
来 说 ,必须 有 精确 的 收集 衔 射 数据 的 技术 , 即 用 聚焦 好 的 高 强度 的 和 射线 才能 分 辩 和 记录 下 
病毒 所 产生 的 衍射 数据 ;第 二 ,必须 有 能 进行 大 量 数据 计算 的 计算 机 硬件 和 软件 资源 ;第 三 , 必 
须发 展 处 理 数据 和 分 怕 结 构 的 一 些 新 理论 和 新 方法 ， 

用 和 射线 了 衍射 法 对 病毒 进行 研究 所 取得 的 成 果 , 对 于 研究 病毒 的 组 装 和 拆卸 .病毒 的 进 
化 .病毒 的 免疫 学 和 受 体 结合 以 及 药物 设计 等 都 提供 了 有 价值 的 资料 。 


9.4 具有 螺旋 对 称 性 的 病毒 


这 类 病毒 ,由 于 组 成 它 的 蛋白 质 亚 基 是 按照 各 种 螺旋 对 浆 性 堆积 起 来 的 ,因而 具有 螺旋 对 
称 性 ,并 形成 棒状 或 丝 状 的 病毒 颗粒 .螺旋 玉 称 性 病毒 包括 棒状 的 植物 病毒 , 丝 状 的 只 菌 体 以 
及 若干 种 动物 和 植物 的 有 脂 蛋 自 被 瑛 包 奏 的 病毒 粒子 .TMYV 是 这 类 病毒 中 最 典型 的 研究 得 
最 清楚 的 代表 。 见 图 9. 1 中 TMV 的 电子 显微镜 照片 。 

9.4.1 螺旋 对 称 性 病毒 完整 颗粒 的 样品 制备 和 X 射线 纤维 衍射 分 析 方 法 

为 了 得 到 十 分 好 的 纤维 衍射 照片 以 便 对 棒状 或 丝 状 病毒 进行 详细 的 研究 ,必须 不 断 改进 
样品 制备 技术 ,使 样品 中 病毒 颗粒 的 排列 精确 地 相互 平行 ,标准 偏差 小 于 0. 5"。 为 此 ,病毒 颗粒 
的 溶胶 的 浓度 必须 是 足够 高 的 (大 约 为 15 一 30%) ,以 确保 胶 中 颗粒 定向 好 而 且 稳 定 , 并 可 以 减 
少 水 对 射线 的 散射 ;但 胺 的 粘度 又 必须 低 到 足以 使 胺 能 自由 流 过 直径 为 0. 5 一 1. 0mm 的 毛细 
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管 ;pH 值 必须 远离 等 电 点 ,以 免 里 粒 问 排斥 力 降 低 而 使 定向 较 困 难 , 并 防止 糯 粒 间 杠 互 训 合 ; 
样品 制 成 后 必须 放置 足够 的 时 间 ,以 保证 颗粒 间 的 协同 的 相互 作用 ,从 而 定向 更 好 ,有 时 甚 至 
于 原来 定向 不 好 的 样品 经 放 短 一 - 段 时 各 后, 定向 得 到 明 间 的 改进 ,另外 ,发 现在 制备 纤维 时 , 几 
强 磁场 也 常 能 改进 定向 ,例如 丝 状 噬菌体 的 样 由 。. 现 以 TMYV 样品 制备 为 例 "!: 用 碰 酸 缓冲 液 
CS Re vk ub SE n ED pH7. 2CTMV. 的 等 电 点 为 pH7.0), 离 了 强度 7 一 0. 1. 将 按照 常规 方法 
纯化 了 的 TMV 颗粒 有 缓冲 液 配制 成 浓度 为 25 一 30mgyml 的 病毒 悬 液 .5900g 离心 16 小 时 . 除 
去 上 层 液 体 ,将 下 层 的 深 胶 吸入 一 个 薄 壁 的 石英 (为 减少 对 射线 的 吸收 ) 琅 细 管 中 ( 衣 径 约 为 
0.5mm) ,再 吸入 一些 缓冲 液 , 封 管 ,用 CuK. SEE X 射线 管 和 铅 玻 璃 毛细 管 准 直 器 (直径 
50pm) ,在 连续 抽 真 空 的 照相 机 中 ,样品 至 底片 的 距离 为 12cem ,用 多 层 底 片 拍摄 纤维 衍射 了 
片 。 图 9. 429 TMV 的 纤维 衍射 花样 站 . 层 线 和 班 点 清晰 .可 以 与 单 品 衍射 媲美 ,而 与 前 面 了 网 章 


59.4. TMV IE ORE] X. 射线 纤维 衍 对 照片 


中 讨论 过 的 和 蛋 喇 质 或 核酸 的 纤维 衍射 图 中 仪 有 数量 很 少 的 模糊 的 衍射 斑点 大 不 相同 .因此 , 订 
以 用 类 似 于 单 晶 衍射 的 方法 计算 出 很 好 的 册子 密 记 图 .不 过 .由 于 在 病毒 样品 中 ,病毒 颗粒 的 
长 轴 虽 然 平 行 于 毛细 管 的 轴 , 但 是 它们 是 各 自 围绕 着 自己 的 长 轴 以 无 序 的 旋转 角度 而 排便 起 
来 的 ,而 过 病毒 颗粒 不 是 严格 地 按 点 阵 排列 的 .因此 ,病毒 的 纤维 衍射 图 实际 上 也 是 记录 了 单 
个 病毒 鞭 粒 的 图 柱状 平均 了 的 结构 因子 的 平方 ,因此 于 失 了 一 些 信息 ,而 且 纤 维 图 的 柱状 平均 
了 的 数据 的 相 角 问题 也 不 同 于 单 蝇 衍射 的 相 角 问题 -六 。 可 将 重 白质 单 量 衍射 分 析 中 的 重 诛 地 
问 晶 品 换 法 应 用 到 病 玲 的 纤维 衍射 分 析 中 -为 ,并 用 同 晶 展 换 法 的 多 维 类 比 的 方法 解决 柱 形 平 
均 的 问题 ,计算 出 电子 密度 图 ,例如 TMY 颗粒 中. 制备 了 OsO., Pb^* .UO,F,. —Hg—CH. 4 
多 个 重 原子 衍 生物 ,计算 出 十 分 好 的 0. 4nm 分 辩 率 电子 密度 图 ,并 用 制约 的 最 小 二 乘 修正 法 
扩充 到 0. 29nm 分 辨 率 - 汪 ,能 清楚 地 看 到 蛋品 质 的 折 释 以 及 RNA 的 构象 及 其 与 蛋白 质 的 相 
互 作 用 等 , 见 图 9, 11。 I 

9.4.2 外壳 蛋白 质 的 样品 制备 .晶体 生长 和 结构 分 析 

螺旋 形 病 毒 的 外 壳 蛋 白质 避 在 一 定 的 蛋白 质 浓度 .pH 、 离 了 强度 和 温度 等 条 件 开 , 与 核酸 
4r Br ,并 可 解 聚 或 重新 取 合 成 相同 大 小 的 蛋白 质 亚 基 的 聚合 体 ,可 用 纤维 衍射 法 或 单 晶 衍 射 尖 
研究 它们 的 结构 .例如 TMV 外 壳 蛋 白质 在 八重 白质 浓度 和 pH RR RZ. 0S 的 亚 基 单 体 ; 

171 


在 较 高 蛋白 质 浓度 和 PH11 时 为 4 一 4. 6S 聚合 体 :在 pH? 一 9 时 为 20 一 50S Bl SER SURE Ho 
20S 和 30S 分 别 为 2 圈 和 3 圈 亚 基 的 蛋白 质 盘 (disk),pH 低 于 6. 3 时 ,重新 聚合 成 长 棒 形 完整 的 
蛋白 质 外 帝 螺 旋 体 .图 9. 5 为 TMV 外 壳 蛋 白质 的 各 种 聚合 体 的 示意 图 .图 9. 679 TMV jE 
白质 20S 圆 盘 的 电子 显微镜 照片 。 
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图 9.5 TMV 5268 F PR J e FR 3 @r kon ELE 
其 中 A- 蛋 白质 是 沉 障 系数 小 于 20S PL AE T ETT HORE GS RC 630 ,其 主要 成 分 为 48 ARK 
RRE TMV 组 装 过 得 中 的 一 个 暂时 的 中 间 物 ,205 圆 盘 通过 垫 条 形成 螺旋 


图 9.6 TMV 外 过 蛋白 质 的 20S 盘 的 电镜 照片 
TMV jE AMHER X 射线 衍射 研究 也 是 十 分 成 功 的 例子 .1974 年 ,A.Klug 的 实验 
ZUUR TMV 亚 基 的 小 聚合 体 进行 了 系统 的 结晶 实验 ,得 到 了 20S 圆 盘 的 晶体 .20S 圆 盘 的 制 


备 和 结晶 方法 为 :1%6TMV 病毒 悬 液 在 4 亿 下 对 0. 1mol/l 乙醇 胺 -HC1,pH10. 585 St vt yi f 
透析 2 一 3 天 ,再 对 水 透析 1 天 。 然 后 在 室温 下 对 Tris-HCl,pH8,7=0. 1 的 缓冲 液 透 析 1 天 。 将 此 
降解 了 的 病毒 悬 液 在 140000g 下 离心 75 分 钟 ,除去 RNA 沉淀 。 上 清 液 与 等 体积 的 3mol/i 硫酸 
RO , 静 置 10 分 钟 。 在 12000g 下 离心 20 分 钟 ,回收 蛋白 质 沉淀 , 按 初 始 病 毒 基 液 中 病毒 的 含 
量 每 30mg 如 入 lml Tris-HCl,pH8,7 一 0,I 的 缓冲 液 到 沉淀 中 ,使 之 溶解 。 在 16000g 下 离心 30 
分 钟 , 取 上 清 液 供 结 鹿 用 。 最 佳 晶 依 生长 条 件 为 :将 含有 8mgy/ml 蛋白 质 .0. 3mol/1 8i Be Ek BJ 
Tris-HCl, pH8,7 —0. 1 缓冲 溶液 , 置 于 室温 下 2 一 3 星期 ,或 者 预先 在 15 一 16C 下 放置 过 夜 , 即 
能 得 到 较 好 的 品 体 . 唱 体 为 正 交 晶 系 ,空间 群 为 P2 2,2,a = 22. 8nm ,b — 22. Anm ,c- 17. 4nm, 
A. Klug 的 实验 室 /"2 在 1978 年 报道 了 利用 同 晶 置 抱 法 和 非 晶体 学 对 称 性 解 出 的 0. 28nm 分 辨 
Æ TM V 的 圆 盘 的 结构 分 析 结 果 。 

9.4.3 棒状 植物 病毒 TMV 的 立体 结构 

J. D. Bernal A 5331941223 TMV f X 射线 纤维 衔 射 进行 的 开拓 性 工作 ,为 后 来 详细 
地 研究 TMV 的 结构 铺 平 了 道路 ,R. Franklin 等 co 于 1958 年 将 分 别 由 病毒 的 完整 颗粒 与 仪 由 
亚 基 重新 聚合 成 的 完整 蛋 摇 质 外 过 的 X 射线 纤维 衍射 数据 所 计算 出 来 的 径 向 电子 密度 分 布 
曲线 进行 比较 ,发 规 前 者 在 离 颗 粒 的 长 轴 约 为 4. 0nm 的 距离 处 有 一 个 电子 密 庶 最 大 值 ,而 在 
后 者 ,此 值 消失 了 , 见 图 9. ?7。 因 而 很 明显 ,这 个 最 大 值 处 即 为 RNA 的 位 置 .从 图 中 还 可 以 看 
到 ,TMY 颗粒 的 半径 约 为 8. 5nm ,在 内 部 是 距 长 轴 半 径 约 为 2. 0nm 的 空心 通道 ,因而 远 在 用 
电子 显微镜 直接 观察 以 前 ,TMYV 病毒 颗粒 的 一 个 结构 模型 就 已 经 从 尺 射线 衍射 分 析 和 生物 
化 学 分 析 的 结果 而 建立 起 来 了 , 见 图 9. 81, 


图 9.7 TMV 完整 烽 粒 ( 实 线 ) 和 完整 蛋白 质 外 图 9.8 TMV 的 结构 模型 
S ORADP ET THERE A E AR 


G. Stubbs 等 人 ”" 对 TMV 进行 的 X 射线 纤维 衍射 精确 分 析 以 及 A. Klug ER Xf 
TMV 蛋白 质 盘 进行 的 单 曲 X 射线 入 射 结构 测定 ,已 在 分 子 和 原子 水 平 上 阐明 了 TMV 蛋白 
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WEEE RNA 的 构象 以 及 两 者 的 相互 作用 。 

综合 X 射线 衍射 和 生物 化 学 分 析 以 帮 电 子 显 微 镜 观 察 结 果 表 明 ,TMYV WER, KH 
300nm ,直径 约 17nm ,中 心 为 一 个 直径 约 4nm 的 宰 心 通道 .TMY 共有 约 2140 个 蛋白 质 亚 基 , 它 
们 围绕 着 病毒 颗粒 的 轴 成 右手 螺旋 排列 .所 有 亚 基 饰 是 相 癌 的 ,每 个 亚 基 的 分 子 量 为 17420 道 
尔 顿 .每 3 圈 螺 旋 有 49 个 亚 基 , 曝 距 为 2. 3nm fal r6) E EL RI C3 ED 296. 9nm。 单 链 的 RNA 在 离 
病毒 颗粒 的 轴 约 4nm 处 ,与 蛋白 质 结 合并 跟随 着 蛋白 质 亚 基 绕 轴 成 右手 螺旋 盘 绕 , 核 苷 酸 之 
[B] ERI [s] EE B £130. 51nm. 


四 盘 的 轴 


El Sir] 3: £i /nm 
图 9.9 TMY "PEREELNEG AER E A PETI 
(a) 2 5 8 F3 XL 2 We tk B) Ba 82 8 34 s EE TAE Z2 M PE 
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高 分 辩 率 的 病毒 颗粒 的 纤维 衍射 和 看 白质 盘 的 单 唱 衍 射 数据 的 精确 分 析 表 明 , 在 TMV 
蛋白 质 外 这 的 组 装 中 的 中 间 物 是 TMYV 的 汪 白 质 盘 。 每 个 盘 是 由 两 层 环 组 成 的 ,每 层 有 17 个 蛋 
白质 亚 基 , 见 图 9. 9 和 图 9. 10。 每 个 亚 基 的 多 肽 链 主要 由 扩 且 成 近乎 相互 平行 的 紧密 堆积 的 4 个 
a 螺旋 组 成 核心 ,内 部 的 氨基 酸 侧 链 形成 疏水 层 , 使 量 白 质 折 谷 稳 定 ;外 部 为 亲 水 性 与 路 水 性 
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混合 的 特征 外 层 , 与 其 他 但 基 相 互 作用 ,使 亚 基 堆 积 十 分 稳定 ;此 外 ,还 有 两 个 另外 的 短 紧 旋 片 
段 以 及 连接 4 个 核心 螺旋 的 8 折 屋 的 -个 小 区 域 .由 图 中 可 以 看 到 .TMYV 的 亚 基 堆积 成 螺旋 


Eas 


Bit jede /nm 


图 9.10 TMV EURER OV i XU 
388 T # h EE T RR IST B t E PLUR EL A, ARCU HUK OR 


形 是 由 亚 基 本 身 的 形状 ( 即 朝 着 螺旋 轴 的 方向 逐渐 变 窗 ) 以 及 严 基 表面 上 的 活性 基 团 的 配置 而 
预先 决定 了 的 ,因而 保证 了 病毒 的 自我 组 装 。 首 先是 组 装 成 蛋白 质 盘 ,然后 组 装 成 一 个 稳定 的 
螺旋 结构 .而 且 , 由 图 中 可 以 看 到 ,蛋白 质 盘 的 两 层 中 ,上 下 亚 基 之 问 代 在 高 半径 处 相互 接触 ; 
而 在 低 半 径 处 即 朝向 盘 的 中 央 孔 的 一 端 ,两 层 是 分 并 的 ,正好 容纳 RNA 并 与 RNA 相互 作用 。 

TMV 的 亚 基 界面 处 有 2 个 电荷 艇 ,它们 可 能 是 控制 病毒 的 组 装 和 拆 印 的 ,一 个 簇 是 在 低 
半径 处 的 侧 - 侧 界面 上 , 另 一 个 是 在 半径 约 为 bnm 处 的 上 -下 界面 中 ,这 两 个 电荷 簇 是 由 部 分 地 
被 邻近 Arg 所 中 和 了 的 羧基 形成 的 ,是 结合 Ca RH BJ u BL, Asp 116 与 一 个 磷酸 根 十 分 接 
近 , 所 产生 的 静电 排斥 串 能 在 病毒 的 拆卸 中 是 重要 的 。 

TMV 中 的 RNA 是 十 分 有 序 的 结构 , 见 图 9. 11, 每 3 个 核 苷 酸 残 基 与 1 个 蛋白 质 亚 基 结合 ， 
TMV 是 至 今 已 看 到 了 蛋白 质 -核酸 相互 作用 的 唯一 的 病毒 ,RNA 中 的 磷酸 根 被 Arg" Arg" 
以 及 Arg 所 中 和 ,但 是 它们 并 不 都 形成 简单 的 离子 对 ;Asp ,Asp™* 以 及 一 个 磷酸 根 的 负电 
荷 被 Arg'”* 部 分 地 中 和 了 ;所 有 3 个 大 基 都 对 着 LR 螺旋 平 置 着 ,形成 了 朴 水 相互 作用 ,这 种 作 
用 是 RNA 序列 非特 异性 的 ,其 中 2 个 破 基 (1 个 为 顺 式 构 象 ,1 个 为 反 式 构象 ) 堆 积 在 一 起 并 竖 
直 朝 上 指向 亚 基 间 赴 桥 Arg'™-Asp! 与 Arg'*-Asp*” 之 间 的 一 个 空 穴 中 ,第 3 个 碱 基 ( 反 式 构 
象 ) 则 在 LR 螺旋 与 下 面 一 个 亚 基 的 连接 LS 与 RS 的 环 之 间 , 沿 着 LR UICE RES TE RNA 
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图 8.11 TMV 中 贷 白 质 亚 其 与 RNA 的 相左 作用 
粗 线 为 6 个 亚 基 的 碱 基 片 段 90 一 92 和 113 一 116; 绢 线 为 RNA 链 . 为 没 
半径 朝贡 方向 的 内 部 纵 面 观 .RNA 的 两 个 健 基 从 直 地 伸展 到 两 个 相等 的 
q 螺旋 之 间 的 亚 基 阅 的 空间 由 , 荐 一 个 代 基 沿 着 "螺旋 促 铅 读者 


上 方 和 下 方 的 亚 基 的 侧 链 为 这 些 碱 基 的 极 人 性 部 分 提供 了 一 个 厅 水 环境 虽然 大 多 数 蛋 白质 - 核 
酸 相 互 作用 不 具有 了 碱 基 特 异性 ,但 是 可 能 有 儿 个 氨 键 是 特异 地 有 利于 AAG 冶 列 的 .已 经 知道 
这 个 序列 对 于 病毒 组 装 的 早期 阶段 在 识别 作用 中 是 重要 的 ,而 且 AAG 作为 -个 三 核 苷 酸 , 牢 
固 地 结合 到 下 MY EARE. 

TMV 许多 年 来 已 经 成 为 X 射线 纤维 衍射 和 病毒 结 梅 研究 的 一 个 模型 系统 。 到 现在 为 止 ， 
虽然 对 TMYV 以 外 的 螺旋 对 称 的 棒状 病毒 尚 无 详细 的 结构 测定 资料 ,但 是 已 报道 了 若干 种 这 
类 病毒 的 初步 X 射线 衍射 结果 ,其 中 包括 tobamoviruses Ië (TMV 也 属于 这 个 家 族 ) po 
texviruses 族 、tobaccorattle virus 族人 以 及 barley stripe mosaic virus 族 中 的 若干 种 病毒 。 

9.4.4 丝 状 的 噬菌体 Pf1 的 立体 结构 :1 

噬菌体 Pf1 是 除了 TMV 以 外 的 至 今 已 在 分 子 细节 上 测定 了 空间 结构 的 唯一 的 螺旋 对 称 
形 病毒 。 它 是 长 约 1 940nm ,直径 约 6nm 的 柔 坷 的 丝 状 鸣 菌 体 . 它 含有 一 个 单 股 DNA 分 子 和 几 
种 不 同 的 外 壳 蛋 白质 亚 基 。 

`L. Makowski" D. A. Marvin 等 人 0 分 别 发 表 了 高 温 型 式 的 0. 7nm 分 辨 率 和 低温 型 
AHIO. 3nm 分 辨 率 的 Pf1 纤 维 衍射 研究 结果 ,其 X 射线 纤维 衍射 花样 见 图 9. 12,。 结 构 分 析 表 
明 , 其 中 数 干 个 一 种 主要 的 亚 基 沿 着 哈 菌 体 的 长 轴 方 向 螺旋 对 称 地 排列 着 , 见 图 9. 13. 螺 旋 的 
精确 对 称 性 依赖 于 温度 . 重 原子 的 结合 以 及 其 他 因素 .螺旋 的 每 一 图 有 5. 40 至 5. 46 个 亚 基 不 
等 ,若干 种 次 要 的 外 壳 蛋 白质 亚 基 则 组 装 在 噬菌体 丝 状 颗粒 的 末端 处 .DNA 包装 在 蛋白 质 外 
壳 内 。 固 态 NMR 实验 表明 -Pfl 中 的 DNA 是 有 序 的 续 构 ,但 现在 尚 无 X 射线 衍射 分 析 的 数据 。 
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图 9. 13 在 PAPRA a 螺旋 排列 的 示意 图 (中 医 ) 
中 央 的 深 色 大 柱 体 代 表 被 DNA 占据 的 直径 约 为 2am 的 中 闫 核心 
小 柱 体 代表 长 约 3nam, 直 径 约 0, 9nm É a 凡 旋 .为 了 更 清楚 可 见 ， 
将 两 层 a SR Ar 3 Ac EE yu Ze Bl rh 


在 图 9.13 的 模型 中 ,每 个 主要 的 蛋白 质 亚 基 分 子 含有 两 段 直 的 a 3E — BERGE ILES 
毒 长 轴 成 6° 夹 角 ; 另 一 段 在 病毒 表面 ,与 轴 成 26°, 央 而 形成 双 层 的 a 螺旋 排列 , 亚 基 中 链 的 走 
疝 是 从 外 部 a 螺旋 段 的 NN 端 到 内 部 a HEBEL C Mul PHOT. o 螺旋 段 之 间 的 连接 尚未 确定 ,可 
能 是 被 破坏 了 的 某 种 二 级 结构 ,也 可 能 是 一 个 B 转 角 , 也 可 能 不 是 两 段 < 螺旋 而 是 一 个 连续 的 
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弯曲 的 螺旋 。 
Pf1 是 在 分 子 水 平 上 已 测定 了 空间 结构 的 第 一 个 丝 状 病毒 .此 外 ,还 有 几 个 丝 状 病毒 也 在 
不 同 水 平 上 进行 了 X 射线 本 射 研究 ,例如 噬菌体 Xf,fd,MS2 以 及 M13 等 。 


9.5 球形 病毒 


球形 病毒 包括 许多 动物 病毒 和 植物 病毒 ,这 些 病 毒 的 外 壳 蛋 白质 亚 基 排列 成 近似 于 球形 ， 
核酸 位 于 紧密 包 庄 的 蛋白 质 的 球形 奸 沉 中 ,更 精确 地 说 , 亚 基 或 衣 粒 以 二 十 面体 的 对 称 性 排列 
成 球形 的 外 壳 。 由 于 它们 的 结构 规则 并 近似 于 球形 ,所 以 许多 这 样 的 病毒 能 形成 很 好 的 晶体 ， 
并 已 用 X 射线 单 晶 衍射 方法 进行 了 详细 的 研究 。 

95.1 二 十 面体 的 几何 学 . 

二 十 面体 是 体积 -表面 积 比 最 有 利 的 一 种 多 面体 。 一 个 规则 的 二 十 面体 有 20 个 等 边 三 角形 


图 9, 14 二 十 面体 
Ca) 一 个 规则 的 二 十 面体 及 其 二 重 . 三 重 和 五 置 旋转 轴 对 称 性 !(b) 规则 二 十 面体 近似 的 球 风 表面 ; 
(c) 足球 的 二 十 面体 对 称 性 


的 面 ,12 个 顶点 和 30 条 边 , 见 图 9. 14。 当 从 每 个 项 点 观看 时 ,有 五 重 旋 转轴 对 称 性 ; 当 从 每 条 这 
的 中 点 垂直 观看 时 ,有 二 重 旋转 轴 对 称 性 ; 当 从 每 个 正三 角形 面 的 中 心 垂 直观 看 时 ,有 三 重 旋 
转轴 对 称 性 ,也 就 是 说 ,二 十 面体 具有 5*3*2 对 称 性 ,二 十 面体 内 接 于 一 个 球 中 ,并 接近 于 球形 ， 
其 顶点 与 球面 接触 。 | 

不 仅 规则 的 二 十 面体 具有 5.3.2 对 称 性 ,而 且 由 粗略 的 三 角形 和 六 角形 所 构成 的 二 十 面体 
也 具有 这 种 对 称 性 ,一 个 球形 物体 例如 足球 也 可 具有 同样 的 对 称 轴 排列 。 

9.5.2 球形 病毒 的 二 十 面体 对 称 性 

D. L. D. Caspar 和 ,Klug"" 早 在 1962 年 就 对 球形 病毒 的 结构 规律 进行 了 理论 推导 , 指 
出 可 将 大 多 数 小 的 球形 病毒 看 成 是 一 系列 理想 的 二 十 面体 结构 ,为 了 表明 各 种 不 同 的 球形 病 
毒 的 形态 单位 ( 即 壳 粒 ) 的 总 数 与 结构 单位 ( 即 亚 基 ) 的 总 数 之 间 的 关系 ,并 借以 描述 各 种 球形 
病毒 的 外 这 结构 ,他 们 提出 了 一 个 “三 角形 前 分 数 ”《triangulation numbers) 的 理论 ,将 二 十 面 
体 的 每 个 等 边 三 角形 面 划 分 成 个 单位 等 边 三 角形 ,由 于 每 个 二 十 面体 有 20 个 面 ,所 以 单位 
三 角形 的 总 数 是 207 ,因此 ,可 以 用 “三 角形 训 分 数 7 值 表 示 球 形 病毒 的 结构 类 型 ( 习 9. 15)。 
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图 9. 15 二 十 面体 被 划分 成 三 角形 的 表面 排列 的 常见 类 型 
8 符号 代表 蛋白 质 亚 基 ，,3 表 示 三 重 轴 ,5 表示 五 里 办,6 表 示 局 部 的 六 重 灿 


最 有 可 能 的 即 最 小 的 4 个 了 值 为 1,3,4 和 7。 由 于 一 个 蛋白 质 分 子 或 亚 基 本 身 的 结构 是 不 对 称 

的 ,所 以 每 个 三 角形 中 至 少 有 三 个 亚 基 。 也 就 是 说 ,球形 病毒 的 蛋白 质 外 壳 中 能 容 结 607 个 亚 

基 。 由 图 中 还 可 看 到 , 正 是 由 于 二 十 面体 的 三 角形 表面 能 再 分 成 单位 三 角形 ,因此 ,除了 二 十 面 
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体 本 身 所 固有 的 五 重 旋转 轴 、 三 重 旋转 轴 和 二 重 旋转 轴 对 称 性 外 .还 产生 了 局 部 的 六 量 旋 转轴 
对 称 性 .因而 具有 围绕 着 五 重 旋 转轴 的 五 位 体 (penton) 和 围绕 着 六 重 旋 转轴 的 六 位 体 (hexon) 
两 种 形态 学 单位 即 沉 粒 。 了 值 与 沉 粒 数目 的 关系 见 表 9.2。 这 两 种 沉 粒 具有 几乎 相同 的 亚 基 癌 
相互 作用 .可 能 只 要 求 亚 基 间 的 次 级 键 稍 许 变化 即 可 .虽然 这 些 亚 基 的 结构 不 是 严格 地 相等 
的 ,但 可 以 说 是 准 等 的 . 


表 9. ? T 值 与 这 粒 数 的 关系 


df 
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T BRITTA US T—H'KFK'FEHKSH BK 为 任意 正 整 数 , 包 括 零 在 由。 在 此 , 刀 和 天 
是 以 从 一 个 五 重 轴 开 始 经 过 局 部 的 六 重 轴 到 相 邻 的 另 一 个 五 重 轴 所 走 过 的 步 数 来 计算 的 , 转 
折 前 和 转折 后 的 步 数 分 别 定义 为 17 入 的 值 ,并 规定 HSK. tino. 15 中 的 几 个 常见 的 对 
称 性 菊 型 :者 从 一 "个 五 恒 轴 真 接 可 到 相 邻 的 另 一 个 五 重 轴 .无 六 重 轴 , 则 H =1,K=0,T=1; 
若 从 一 个 五 重 轴 ,经 过 -个 六 重 轴 后 转折 ,再 到 另 一 个 相 邻 的 五 重 轴 , 则 H=, KE,T; 
若 从 -个 五 重 轴 , 经 过 一 个 六 重 轴 , 不 经 转折 再 到 另 一 个 相 邻 的 五 重 办 , 则 H —2.K -0,T— 
4; 若 从 一 个 五 恒 轴 ,经 过 两 个 六 重 轴 后 转折 ,再 到 相 邻 的 另 -一 个 王 重 轴 , 则 H — 2, KST 
7, 

24 98. BEGCRER E 051 ACD TAGES 36 HE ARER SE PE i Sl E KR T SOS BTE 
然 界 具有 极 大 的 复杂 性 和 多 样 性 , 某 些 球形 病毒 可 能 具有 另外 的 排列 类 型 :而且 , 必 须 指 出 ， 
“三 角形 剖 分 数 ” 并 不 能 代表 球形 病毒 自我 组 装 的 实际 性 质 ,一 些小 病毒 是 按 “全 或 无 "原则 形 
成 的 ; 较 大 的 二 十 面体 病毒 是 逐步 组 装 成 的 ,例如 腺 病毒 是 先 形成 外 吝 的 各 个 面 ,而 且 可 以 独 
立 存在 ,然后 这 些 面 再 结合 形成 类 似 于 二 十 面体 的 外 亮 :还 有 一 些 病毒 是 先 形成 一 个 小 的 内 部 
的 蛋白 质 宫 ,核酸 结合 于 其 上 .然后 再 形成 外 部 的 蛋白 质 壳 。 但 是 ,三 角形 前 分 数 "理论 提出 后 
30 多 年 来 ,指导 人 们 了 解 了 病毒 中 亚 基 的 堆积 原理 ,并 且 许 多 概念 已 经 被 结构 测定 所 证 实 和 应 
H. 

üt. T = VI 3838 EE ch P, WE Hi SR EG tq Ti E IE SM PEN BE (STNV , 即 satellite to- 
bacco necrosis virus)? , É (S£) I7am ,含有 一 个 单 股 的 RNA 分 子 和 60 个 化 学 上 相同 的 蛋 壬 
质 亚 基 , 即 二 十 面体 的 每 个 三 角形 而 上 有 3 个 亚 基 。 

又 例如 , 现 已 测定 了 晶体 结构 的 球形 病毒 多 为 了 =3, 直 径 约 30nm 以 上 ,内 含 RNA 的 病 
毒 , 如 植物 病毒 中 的 融和 蕴 从 矮 病毒 {TBSYV , 即 tomato bushy stunt virus): 、 芒 豆花 叶 病 毒 
(SBMV , 即 southern bean mosaic virus )59 等 。 它 们 的 蛋白 质 外 壳 均 各 由 180 个 化 学 上 相同 的 
亚 基 ( 或 称 为 原 体 protomer) 所 组 成 ,二 十 面体 的 每 个 三 角形 面 上 再 划分 为 3 个 单位 三 角形 ,每 
个 单位 三 角形 中 有 3 个 亚 基 VP1,VP2 和 VP3。 并 以 12 个 五 位 体 和 20 个 六 位 体 的 准 对 称 性 形成 
球形 的 外 壳 , 即 共有 32 个 形态 学 单位 一 一 壳 粒 ;又 例如 动物 病毒 中 的 人 感 霄 病毒 14C(HRV14， 
即 human rhinovirus 14) 9, 3888 Jk Fi do 594 3$ (Polio poliovirus type 1) f Mengo 病毒 52 
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等 ,各 含有 4 种 蛋白 质 亚 基 ( 原 体 )VP1,VP2,VP3 和 VP4, 每 种 亚 基 有 60 个 拷贝 ,此 中 VPL. 
VP2 和 VP3 的 结构 是 相似 的 ,而 且 与 上 述 工 = 3 的 植物 病毒 的 蛋白 质 亚 基 也 是 相似 的 ,PV4 位 
于 病毒 的 内 表面 ,因而 这 4 种 亚 基 仍 以 12 个 五 位 体 和 20 个 六 位 体 的 准 对 称 性 组 装 成 蛋白 质 外 
壳 , 壳 粒 数 目 也 是 32。 

又 例如 了 一 25 的 腺 病毒 (adenovirus)5)5 ,直径 约 90nm , 比 前 述 所 有 病毒 都 大 得 多 .。 它 是 一 
HEE DNA 的 动物 病毒 . 它 具 有 十 多 种 不 同 的 蛋白 质 亚 基 ,组 成 12 个 五 位 体 复合 物 和 240 个 
六 位 体 , 即 在 外 壳 表 面 上 共有 252 个 充 粒 。 

9.5.3 ”球形 病毒 的 品 体 生长 和 结构 分 析 

由 于 球状 病毒 的 结构 规则 并 近似 于 球形 ,所 以 许多 这 样 的 病毒 能 形成 很 好 的 晶体 .上 尤其 是 
小 的 球形 病毒 .因此 ,可 以 用 单 晶 衔 射 方法 直接 研究 球形 病毒 颗粒 .我 们 知道 ,病毒 是 粒 的 外 部 
为 蛋白 质 外 壳 ,因此 ,球形 病毒 颗粒 的 结晶 方法 与 蛋白 质 相 似 。 例 如 ,第 一 个 被 解 出 晶体 结构 的 
球形 病毒 TBSV" ”5 ,是 在 10mgy/ml 病毒 悬 液 中 ,加 入 饱和 硫酸 铵 至 0. 8mol/1 于 4 C. 下 放置 数 
月 后 ,生长 出 了 适合 于 和 射线 衍射 研究 用 的 晶体 .为 了 增加 晶体 的 稳定 性 ,可 小 心地 将 晶体 转 
移 到 4mol/l 的 硫酸 繁 溶液 中 ,或 Imol/l 的 硫酸 铁 溶 液 中 或 含 0. 8mol/1 BR ER £ DJ B 0. 5g /ml R 
糖 的 溶液 中 .TBSV 的 晶体 网 图 9. 3, 它 的 旋 进 法 衍射 照片 见 图 9. 16. 

用 球形 病毒 颖 粒 的 晶体 进行 X 射线 单 晶 衍射 结构 
分 析 , 已 得 到 了 很 好 的 结果 .可 以 用 常规 的 重 原子 同 昌 NS tato . 
置换 法 ,并 利用 一 十 面体 对 称 性 原理 等 计算 相 角 和 电子 ks PERS 
密度 图 。 但 是 ,病毒 颗粒 比 蛋 白质 分 子 大 得 多 , 晶 胞 相当 . CAD E 
大 ,因而 衍射 数据 也 相当 多 ,所 以 病毒 的 晶体 结构 分 析 
工作 比 蛋 白质 更 为 复杂 和 困难 .例如 TBSV ATY i 
系 , 空 间 群 为 123,a== 38. 32nm, -一 个 晶 胞 中 含有 2 个 直 
径 为 33nm 的 病毒 颗粒 .收集 了 母体 和 2 个 重 原子 衍生 物  ， "Mis da 
的 0. 29nm 分 辩 率 反射 各 约 20 万 条 ,用 非 晶体 学 的 二 十 oc outset AD 
面体 对 称 性 进行 儿 轮 对 称 性 平均 ,然后 用 多 对 同 唱 置换 S SS h OE 
法 计算 相 角 ,最 后 计算 出 电子 密度 图 。 

9.5.4 ”球形 病毒 TBSY 的 立体 结构 

Am BI STR. 1830 MA ERR BE CTBSVO JÉ 88 — 1 EE A 图 9.16 TBSV 品 体 的 旋 进 法 
的 并 且 第 一 个 被 分 析 晶 体 结构 的 球状 病毒 .我 们 以 它 的 衍射 照片 
0. 29nm 分 辩 率 结构 分 析 结 果 为 例 , 了 解 球状 病毒 的 立 
体 结构 。 

TBSV 病毒 外 过 是 由 180 个 化 学 上 相同 的 亚 基 组 成 的 .这 些 亚 基 以 并 = 3 的 二 十 面体 对 称 
性 在 离 颗 粒 中 心 半径 为 10. 5nm € 14. 5nm 之 间 紧 密 地 堆积 成 病毒 的 表面 党 层 , 并 延伸 出 90 个 
突起 至 半径 为 17nm 处 , 见 图 9. 17。 

每 个 单位 三 角形 中 有 3 个 亚 基 ,它们 以 一 个 准 三 重 轴 (3"? 联 系 起 来 .按照 它们 与 准 五 重 轴 
(5%) 的 距离 从 近 到 远 , 分 别 叫 做 A,B 和 C。 每 个 亚 基 由 3 个 结构 域 组 成 :R 结构 域 (random do- 
main ) 在 氨基 末端 :其 后 是 S 结构 域 (shell domain) ; P 结构 域 (protruding domain) EREK 
端 ,其 中 S 结构 域 为 棵 形 , 因 而 窗 的 一 端 可 以 十 分 好 地 朝 着 准 五 重 轴 和 准 六 重 轴 而 紧密 地 淮 积 
在 一 起 ,形成 病毒 的 表面 .P 结构 域 伸 出 表面 并 成 对 地 组 合 在 一 起 ,S 15 P Z Bl d Ez hinge) 
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E9.17 TBSV 的 结构 示意 图 


连接 .这 两 个 结构 域 分 别 为 8 股 的 和 10 股 的 一 个 反 平 行 8 桶 结构 , 见 图 9 18; 它 们 的 拓扑 图 称 为 
" GS" GellyrolD , LÆS. 19, 它 是 由 两 条 连续 的 反 平 行 的 8 链 绕 成 一 个 螺 圈 ;因此 这 种 B 桶 
又 称 为 果酱 卷 8 桶 (jellyroll 8 barrel) .在 S HAH ,C 链 与 D 链 之 间 以 及 FE 链 与 F 链 之 间 各 
有 一 个 短 的 “螺旋 .关于 R 结构 域 的 结构 ,在 准 等 的 三 个 亚 基 中 有 所 不 同 . 在 C 亚 基 中 ,R 结 
构 域 为 一 条 明显 的 B 链 , 它 与 另外 两 个 C 亚 基 中 的 同样 的 8B 链 形成 一 个 围绕 着 准 六 重 轴 的 由 
三 条 短 链 (3 个 残 基 ) 组 成 的 B 片 层 , 又 称 为 了 B 环 (Bannulus), 见 图 9. 18(c); 但 在 A 和 B 亚 基 中 ， 
R 结构 域 不 能 清楚 地 被 鉴别 ,而 且 深 深 地 穿 入 到 病毒 颗粒 内 ,它们 的 功能 很 可 能 是 将 蛋白 质 外 
壳 与 位 于 病毒 内 部 的 RNA 联系 起 来 ,另外 ,RNA 在 电子 密度 图 中 也 未 能 看 到 。 

关于 亚 基 问 的 相互 联系 ,在 9 ,6" 和 39 周围 亚 基 的 接触 是 广泛 的 ;但 除了 PP 结构 域 以 外 ,在 
2" AENEA RM. f 

此 外 ,在 S 亚 基 表面 上 有 一 些 电 荷 从 ,其 中 3 个 在 3 界面 处 ,2 个 在 5 界面 处 . 钙 离 子 结合 
在 这 些 位 点 上 .这 些 电荷 从 对 于 病毒 的 组 装 和 拆卸 是 十 分 重要 的 ,很 可 能 由 于 羧 酸 的 电荷 处 或 
技 酸 和 组 氧 酸 的 电荷 从 的 pK 值 接 近 中 性 ,它们 对 环境 因子 中 的 电荷 如 pH 或 钙 离 子 浓度 等 十 
分 敏感 ,因而 特别 适合 于 在 生理 条 件 下 起 着 静电 开关 的 作用 ,以 控制 病毒 的 组 装 和 拆 印 。 
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(b) tc) 


图 9.18 TBSV 的 S 结构 域 (a),P 结构 域 
(bU B XR GO BE áp CC BI S 


9.5.5 球形 病毒 外 壳 蛋 白质 肽 链 的 折合 特点 [52 

当 十 多 年 前 首先 测定 出 0. 4nm 分 辩 率 的 TMV MO. 29am 分 辨 率 TBSV 的 结构 时 ,发 现 
它们 的 外 壳 蛋 白质 的 二 级 结构 和 三 级 结构 是 十 分 不 同 的 .如 前 所 述 ,前 者 主要 是 o 螺旋 ,后 者 
是 B 折 秋 。 因 此 当时 人 们 以 为 ,对 更 多 的 病毒 进行 结交 分 析 后 一 定 会 得 到 各 种 不 同 特点 的 相互 
无 关 的 结构 类 型 .但 是 ,事实 上 自 那 以 后 所 测定 的 病毒 结构 虽然 有 相当 大 的 变化 ,但 是 令 人 惊 
奇 的 是 ,它们 的 结构 类 型 的 数目 是 极其 有 限 的 .直到 现在 为 止 ,已 用 六 射线 晶体 学 方法 测定 了 
结 梅 的 所 有 球状 病毒 ,甚至 于 在 它们 的 氨基 酸 序列 .血清 学 以 及 寄主 范围 等 方面 并 不 具有 相似 
性 的 情况 下 ,都 已 表明 它们 的 结 梅 是 与 TBSV 这 个 最 早 的 例子 有 关 的 ,现在 已 经 知道 的 病毒 
外 壳 蛋 白质 的 结构 ,共有 三 种 基本 的 折合 方式 .除了 前 面 已 经 讨论 过 的 在 榜 状 病毒 如 TMYV 中 
的 "螺旋 捆 和 丝 状 噬 菌 体 如 Pti 中 的 相互 分 离 的 e 螺旋 两 种 方式 以 外 ,第 三 种 折 虱 方式 即 为 球 
形 病毒 的 B MILES MS .当然 这 并 不 是 说 不 可 能 再 发 现 其 他 类 型 ,但 是 这 确实 表明 了 这 些 病毒 的 进 
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图 9. 19 
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. 化 关系 和 适应 性 。 


图 9. 20 比 较 了 球形 植物 病毒 TBSV , SBMV 的 S 结构 域 、 
STNV 的 亚 基 以 及 球形 动物 病毒 HRV14, Mengo virus 以 及 po- 
liovirus 的 VP1,VP2 和 VP3 的 结构 .虽然 来 源 很 不 相间 ,而 且 * 二 . 
角形 数 日 "的 工 值 相 同 或 不 同 , 但 是 它们 的 外 过 蛋白 质 亚 基 或 亚 
基 中 的 某 些 结构 域 却 具有 极其 相似 的 结构 ,它们 最 共同 的 折 又 特 
RERA REG RR EARRA a 螺旋 ,正如 图 9. 18 中 
所 看 到 的 TBSV 各 个 结构 域 那样 ,都 极为 相似 。 

图 9.21 为 腺 病毒 的 六 位 体 亚 基 的 结构 ,在 这 类 病毒 中 ,可 以 
看 到 球形 病毒 外 这 蛋白 质 结构 的 复杂 性 和 多 样 性 ,但 是 它们 同样 
也 具有 上 述 的 折 释 特点 .图 中 可 以 看 到 ,在 底部 的 结构 域 P1 和 P2 


为 两 个 "果酱 卷 "8 桶 :上 部 的 “ 塔 ? 称 为 工 结构 域 , 它 与 另外 两 个 
亚 基 的 相应 的 各 自 的 2 条 8 链 形成 *8 压缩”"(*B constriction”) ,是 
一 个 6 股 的 管子 ,与 在 许多 小 的 二 十 面体 病毒 中 所 发 现 的 3 股 或 5 
股 的 B 环 相似 .属于 这 种 折 释 类 型 的 已 经 研究 过 的 病毒 还 有 丙 豆 
花 叶 病毒 (CPMV ,cowpea mosaic virus) 等 ,在 这 些 病毒 中 ,在 -- 个 原 体 中 有 多 个 日 桶 ， 
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图 9. 20 ”各 种 球形 病毒 外 壳 蛋 白质 的 亚 基 或 结构 域 与 TBSV 的 S 结构 域 的 比较 
(a) TBSV 的 S 结构 域 !KKb)SBMYV 的 S$ 结构 域 ;(:)STNY 的 S 结构 域 !(d) (Ce) ,全 分 别 为 HRV14 
f] VP1,VP2,VP3 的 S Ii (g), 0. G247 8129 Mengo virus ff] VP1, VP% VP3, GO (D 4 

别 为 Poliovirus f] VP1,VP2$1 VP3 


图 9. 21 腺 病毒 的 六 位 体 亚 基 及 其 各 个 结构 域 bl PA T 的 结构 
图 中 还 标明 了 六 位 体 的 三 重 旋转 轴 
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像 化 学 家 和 物理 学 家 假设 了 看 不 见 的 原子 和 电子 一 样 ,早年 的 遗传 学 家 也 假设 了 看 不 见 
的 遗传 要 素 一 一 基因 (gene), 并 早已 证 明 , 细 胞 学 中 用 染色 法 可 以 看 到 的 染色 体 (chromo- 
sorhes) 是 基因 的 撕 带 者 。 现 代 和 朱 物 科学 技术 的 发 展 ,进一步 证 实 了 所 有 原核 生物 和 真 核 生物 
的 遗传 基因 都 是 让 DNA 构成 的 ;在 病毒 中 ,有 些 病毒 的 基因 是 DNA (DNA 病毒 ), 有 些 病毒 


的 基因 是 RNA(RNA 病毒 ) 。 


loni 


[10.1 染色 质 核 线 的 电镜 照片 
其 中 珠 状 蒜 粒 的 直径 约 为 10nm 


我 们 知道 ,天然 存在 的 双 螺 旋 DNA 分 子 是 很 长 的 , 原 
核 生 物 的 染色 体 较 为 简单 ,是 由 裸露 的 DNA MIRED T 
所 组 成 的 。 例 如 大 肠 杆 菌 的 染色 体 是 ~- 个 由 400 万 个 碱 基 对 
连接 成 环 的 双 蜡 旋 DNA 单 分 子 ,其 分 子 量 为 2. 6X10* 道 尔 
顿 ,但 是 , 真 核 生物 比 原核 生物 含有 更 多 的 遗传 信息 ,例如 
一 个 果 蝇 染色 体 为 5. 8X10" 道 尔 顿 而且, 与 低 等 生物 不 
同 , 真 核 细 胞 染色 体 中 的 DNA 并 非 裸露 的 ,而 是 与 一 类 小 
的 碱 性 蛋白 质 即 组 蛋白 紧密 结合 成 核 蛋白 。 绝 大 多 数 的 真 
核 基因 具有 染色 体型 的 组 织 结构 , 比 原核 生物 的 基因 组 具 
有 更 为 复杂 的 结构 。 

真 核 生物 染色 体 的 结构 十 分 复杂 ,而 朋 在 光学 显微镜 
下 只 有 在 细胞 有 丝 分 裂 的 过 程 中 借助 于 孕 尔 根 染色 法 才能 
见 到 ,在 电子 显微镜 照片 中 可 以 看 到 它 是 由 细胞 中 的 一 种 
细 丝 状 物质 多 重 折 爱 浓缩 而 成 的 ,这 种 直径 约 为 3onm 的 细 
丝 状 物 质 称 为 染色 质 (chromatin) .染色 质 经 过 核酸 酶 简单 
消化 后 ,在 电镜 中 可 观察 到 它 成 为 直径 约 10nm 的 细 纤 维 ， 
称 为 核 线 (nucleofilaments), 见 图 10. 1。 在 这 些 核 线 中 有 一 
些 直 径 约 10nm 的 被 称 为 核 小 体 (nucleosomes) 的 小 球 由 一 
细 索 相连 。 

生物 化 学 研究 证 明 , 几 乎 所 有 高 等 生物 细胞 染色 体 都 
含有 DNA ,组 蛋白 、 染 色 体 非 组 蛋白 和 少量 RNA .一 个 真 
核 染色 体 含有 一 个 双 曙 旋 DNA 分 子 。 染 色 质 中 的 组 蛋白 
共有 5 种 , 即 H, Has Has HUE Hi, 都 是 分 子 量 为 11000-. 
21000 道 尔 顿 的 碱 性 蛋白 质 .染色 体 非 组 蛋白 有 100 多 种 ,其 
中 有 的 是 酶 ,有 的 是 酸性 重 白质 ,但 不 都 是 酸性 蛋白 质 。 

生物 化 学 研究 ,尤其 是 用 核酸 酶 消化 染色 质 的 实验 表 


BH ,染色 质 是 由 核 小 体 的 重复 单位 组 成 的 。 核 小 体 中 有 一 个 关 度 相当 恒定 的 DNA 分 子 片 段 ， 
常常 是 200 个 碱 基 对 .DNA 与 组 电 白 的 八 傅 体 相 结合 。 八 聚 体 中 含有 Has H, ;Hs 和 日 ,各 一 对 。 
另 一 个 组 蛋白 Hi 也 与 核 小 体 相 联 系 ,但 联系 的 方式 尚 不 清楚 。 用 核酸 酶 进一步 水 解 核 小 体 后 ， 
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产生 了 一 个 核 小 体 “ 核 心 ”颗粒 (nucleosome core) ,在 至 今 所 研究 过 的 细胞 类 型 中 .核心 颗粒 所 
含 的 DNA 片段 长 度 都 是 140 个 碱 基 对 。 其 余 的 不 包含 在 核心 颗粒 中 的 DNA 被 认为 是 连接 相 
邻 两 个 核心 颗粒 的 ,因而 被 称 为 连接 DNA Qinker DNA), 

关于 染色 体 的 立体 结构 研究 ,除了 用 电子 显微镜 和 中 子 衍射 等 方法 外 ,从 20 世 纪 50 年 代 至 
今 已 用 XX 射线 往 射 技术 对 染色 体 的 不 同 结构 层次 的 样品 进行 了 大 量 研究 工作 ,从 活 细胞 ,分 
离 的 细胞 核 以 及 细胞 分 裂 中 期 的 染色 和 体 的 X LEXIC P RTA LARES IRE EE TER K TEXTE 
qr 0112, Ee HE o ROC ORE Be 10101675: DAR PCS R P EAT ZR RE ELIO BI 8188 
晶体 的 X 射 线 单 唱 入 射 结 构 分 析 , 成 为 揭示 染色 体 立 体 结构 的 最 有 效 的 技术 。 


10.1. 核 小 体 核心 颗粒 的 结晶 和 单 晶 结构 分 析 


由 于 染色 体 又 大 又 复杂 ,因而 不 容易 也 未 得 到 结晶 。 核 小 体 核心 颗粒 则 已 得 到 晶体 ,不 过 
由 于 晶 胞 相当 大 ,也 是 X 射线 衍射 法 难以 对 付 的 ,因此 ,常常 还 应 用 电子 显微镜 直接 观察 测 
其 ,并 用 电子 显微镜 傅 里 叶 三 维 重 构 技术 以 及 中 子 衍射 等 方法 与 之 相配 合 进行 结构 分 析 。 

1977 年 ,J. 工 .Finch 和 A. Klug 等 人 报道 了 他 们 已 获得 大 鼠 肝 脏 核 小 体 核心 颗粒 的 理 


图 10,2， 核 小 体 核心 显 粒 的 晶体 (a? 和 旋 进 照片 人 b) 


并 开始 了 X 射线 单 晶 衍射 结构 分 析 , 小 的 单 唱 体 及 其 本 射 照片 见 图 10. 2。 唱 体 生 攻 条 件 为 ， 
0. 5—2mg /ml 核 小 体 核心 颗粒 、0. 4 一 0. 6mmol/1 38 Ez PU & fl 9 (Gi 3—4mmol/1 MgCl; PA 
0. 2mmol/1 精 胺 ;或 10mmol/1 MgCl;, 1. 5mmol /1 38 f EA R 100mmol /INaCD YE 104 (W /V E. 
6- 已 硫 醇 ( 作 为 沉淀 剂 ) 溶 液 中 ,在 4C 或 室温 下 经 过 1 一 4 天 , 即 能 得 到 小 的 单 晶 或 微 晶 .可 以 用 
坐 滴 式 汽 相 扩散 法 生长 晶体 ,也 可 以 将 适当 的 上 述 混合 液 装 入 玻璃 管 中 , 然 后 将 管 封 塞 ,晶体 
在 管 中 生 长 .晶体 的 X 射线 衍射 旋 进 照片 见 图 10. 2。 分 辩 率 只 能 达到 2. 0nm 左右 .收集 了 2.5 
nm 分 辨 率 的 术 射 数据 ,晶体 属 正 交 晶 系 , 空 间 群 为 P212121.4 二 linm,6 一 149. 2nm,c= 34nm,a 
二 二 7 二 90*, 一 个 不 对 称 单位 中 含有 三 个 分 子 车 约 为 200000 道 尔 顿 的 核心 颗粒 。 由 于 蜡 胞 很 
KRA X 射线 衍射 法 难以 解 出 其 结构 .用 电子 显微镜 三 维 重 构 技 术 作 为 辅助 方法 ,将 明 体 碎 
片 用 负 梁 法 拍摄 电镜 照片 , 它 相当 于 XX 射线 衍射 法 中 实 空间 电子 密度 投影 图 。 因 市 可 用 光学 
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衍射 和 计算 机 依 里 叶 变 换 法 计算 出 相应 于 X 射线 衍射 法 中 倒 易 空间 的 中 心 截面 投影 图 (包括 
各 个 衍射 点 的 振幅 和 相 角 符号 )。 将 由 电镜 术 确 定 的 相 角 符号 与 X 射线 衍射 法 收集 到 的 衍射 
点 的 强度 (计算 出 结构 因子 的 振幅 ) 数 据 结合 起 来 ,计算 出 晶体 沿 a,b,c 三 个 方向 的 电子 密度 
投影 图 及 三 维 帕 特 示 图 ,解释 了 核心 是 粒 在 晶 胞 中 的 堆积 .图 10. 3(a) 为 晶体 在 晶 胞 a 方向 的 
电子 密度 投影 图 ,在 此 方向 投影 图 中 核心 颗粒 相互 重 释 最 少 ,分 辨 率 为 2, 5nm。 后 来 发 现 ,在 这 
种 核 小 体 核心 颗粒 的 晶体 中 ,核心 颗粒 的 组 蛋白 已 部 分 地 被 酶 水 解 了 ,不 过 ,它们 的 物理 化 学 
性 质 仍然 保持 与 完整 核心 颗粒 的 性 质 十 分 相似 。 


vo ND ——— -—c— 11. Inm—- 
(a) (b) 


图 10.3 J 832 BUR SEHGE a 方向 的 电子 密度 投影 图 
5 p) I 5 RRK H c Sh ez 
Cb) 4 RESE SERA Tk CE db PEE eT CRUDELE 4 Ez $ o 88 8 2: 


19814 J. T. Finch fi A. Klug 等 人 报道 了 从 不 同 种 属 的 染色 质 ( 大 鼠 肝 、 鸡 红血球 . 牛 肾 、 
小 牛 胸腺 、 扇 贝 精子 以 及 小 鹿 骨 散 瘤 细 苞 ) 得 到 了 完整 的 核 小 体 核心 颗粒 的 新 晶 型 .这些 晶体 
和 它们 的 和 射线 衍射 花样 十 分 相似 ,表明 了 核 小 体 核 心 颗粒 的 普遍 特征 .图 10. 4 中 为 牛 肾 的 
完整 核 小 体 核 心 颗粒 晶体 及 其 旋 进 照片 .这 些 晶体 的 晶 胞 较 前 述 被 酶 部 分 水 解 了 的 核心 颗粒 
蝇 体 的 小 ,有 序 性 高 得 多 ,在 c* ,a* 和 b" 方 向 族 进 照片 上 分 辨 率 分 别 可 达 0. 5nm、0. 6nm 和 
0. 8nm .最 好 的 晶体 的 生长 条 件 与 前 述 的 相似 ,但 是 不 加 有 机 溶剂 1,6- 己 硫 醇 (虽然 在 安装 郧 
` 体 进 行 衍射 实验 前 ,加 入 5% (了 /7)1,6- 己 硫 醇 以 增加 稳定 性 ), 这 些 新 晶 型 的 空间 群 仍 为 
P2,2,2,. £5 88 23 9 1a — 11. Inm,c— 11. 1nm 6719. 3—20. 3nm。 每 个 不 对 称 单位 中 含有 一 个 
分 子 量 为 206000 道 尔 顿 的 核心 颗粒 , 晶 胞 的 大 小 依赖 于 在 特殊 的 制备 样品 方法 中 核 小 体 核 心 


”颗粒 的 DNA 长 度 以 及 晶体 的 水 化 程度 。 发 现 当 收缩 到 一 个 基本 上 稳定 的 最 佳 状 态 时 ,晶体 的 


有 序 性 增加 。 例 如 调节 1,6- 已 硫 醇 的 浓度 为 21 一 27% 时 ,得 到 了 昂 胞 参数 为 a=10.75nm,p 一 

18.4nm,c=11. 05nm 的 晶体 .用 低 角度 较 强 的 射线 衔 射 照片 0& 推导 出 来 的 相 角 符号 及 X 

射线 街 射 强度 计算 出 电子 密度 投影 图 , 见 图 10. 3(b) .1984 年 T. J. Richmond J. T. Finch 以 及 

A. Klug 等 人 报道 了 用 牛 肾 核 小 体 核心 颗粒 的 这 种 新 晶体 所 得 到 的 0. 7nm 分 辩 率 唱 体 结构 。 
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图 10,4 和 牛 竖 的 完整 核 小 体 核 心 颗 料 的 晶体 (a) 及 其 旋 进 照片 人 b) 


将 蝇 体 装 入 含有 低 成 胶 温度 的 琼脂 糖 的 溶 滚 中 ,在 4C 下 收集 衍射 数据 ,以 保持 恒定 的 水 化 度 
并 男 定 位 置 .收集 到 3, 5 一 0. 7nm 分 辨 率 共 3300 条 反射 及 它们 的 福 里 得 反射 对 ,用 同 唱 置 换 法 
测定 相 角 ,为 了 克服 这 么 大 的 不 对 称 单位 以 及 衍射 强度 较 小 所 产生 的 困难 , 重 原子 衍生 物 的 制 
备 选用 了 一 些 含有 若干 个 重 原子 的 簇 化 合 物 。 最 后 用 了 两 个 重 原子 衍生 物 , 一 个 是 TAMM 
[Ë] tetrakis (acetoxymercuri)methane], 男 一 个 是 PIP[ 即 di-u-iodo , bis (diaminoethyl-N . N' ) 
diplatinum(11)]。 计 算出 的 电子 密度 图 已 可 清楚 地 看 到 DN A 超 螺旋 的 双 螺 旋 等 。 


10.2 ” 核 小 体 核心 颗粒 的 立体 结构 


从 Finch 和 Klug 早年 的 低 分 辨 率 电 子 密 度 图 中 就 可 清楚 地 看 到 核 小 体 核心 颗粒 是 一 个 
11.0nmX11.0nmX5.7nm 的 扁 圆 体 , 略 为 株 形 .并 可 假定 ,组 蛋白 八 聚 体 在 中 心 ,DNA 是 右 
+ B 型 双 螺 旋 , 它 再 绕 着 蛋白 质 八 聚 体 盘 绕 1. 75 圈 ,形成 左手 盘 绕 的 超 螺 旋 , 螺 距 为 2. 8nm A 
在 已 被 公认 的 核 小 体 的 三 维 结构 模型 即 是 在 此 基础 上 建立 的 , 见 图 10. 5, 当 然 在 分 辨 率 仅 为 
2. 5nm 的 分 析 阶 段 , 是 不 可 能 跟踪 出 DNA 在 核 小 体 中 的 走向 的 ,也 不 能 肯定 地 判断 组 蛋白 的 
排列 。 他 们 提出 组 蛋白 可 能 排列 成 两 层 或 两 圈 。 核 小 体 核心 是 粒 中 的 4 种 组 蛋白 H;,, Han s Ha A 
HH 各 自 成 对 地 存在 ,已 提示 了 核心 颗粒 可 能 具有 二 重 轴 对 称 性 。 

A. Klug 等 人 对 核心 颗粒 晶体 进行 的 X 射线 单 晶 结构 分 析 以 及 他 们 对 核心 颗粒 中 的 组 蛋 
白 八 聚 笨 的 有 序 聚 合 物 负 染 样品 进行 的 2. 2nm 分 辨 率 电 子 显微镜 像 的 三 维 重 构 研 究 , 以 及 中 
子 衍射 和 化 学 交 联 等 实验 结果 ,证 实 了 组 蛋白 八 聚 体 确 实 具有 一 个 二 重 轴 对 称 性 。 八 聚 体 的 整 
体形 状 像 一 个 左手 型 的 线 轴 , 在 核 小 体 中 约 有 两 加 DNA 超 螺旋 绰 绕 于 其 上 。(Hs-H,): 四 聚 体 
形成 了 一 个 盘 , 这 个 盘 结 合 了 并 限定 了 DNA 超 螺 旅 的 中 央 轩 ;而 两 个 H:.-Ha 二 聚 体 则 位 于 这 
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图 10.6 URU SE KE HUS Go ti AE DNA BL e da Ex TH. E] LH 1 RARO) 
HLERA HWE DNA 的 距离 月 数字 - 74€ 75 OUT BANE TAE AR EOL IER S SURE H DNA 
HLTA REA AARE GLEA HE ELA RR EB: E fn DNA 位 置 的 顺序 给 定 的 


个 盘 的 两 侧 的 两 个 面 上 :并 各 与 大 约 半 圈 DNA 超 螺旋 相 联 系 , 见 图 10. 6c B5 EL LT. T. Rich- 
mond,J. T. Finch #! A. Klug 等 人 关于 完整 核心 颗粒 的 晶体 的 0. 7nm 分 辩 率 X 射线 衍射 晶体 
结构 分 析 ,证 实 了 前 述 的 模型 ,并 进一步 使 人 们 走 二 多 到 了 结构 的 许多 细节 ,揭示 了 许多 新 的 

10.2.1 DNA XL NERO ABSE Ne 

在 0. 7nm 分 辩 率 电子 密度 图 中 可 清楚 好 看 到 DN A 的 深 沟 和 浅 沟 (磷酸 酯 骨架 ) 交 蔡 出 
现 , 见 图 10.7, 表 明了 核 小 体 核心 颗粒 中 的 DNA EAF BARRIE. A-AA k 一 个 左 
手 的 超 螺 旋 。 可 以 清楚 地 看 到 12 图 DNA 双 螺 旋 , 仅 在 两 个 未 凋 处 大 约 有 半 圈 不 能 辨认 , 见 图 
10. 8 中 的 模型 。 
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图 10.7 DNA RRR TER 
此 图 是 用 通过 这 个 双 错 旋 的 3 个 截面 (一 10. 一 11, 一 12, 间 距 为 0.173nm) 堆 积 而 成 的 ,图 中 可 
ERREKORRA. Wh T AE HRA ORRA m) ,在 其 下 方 的 电子 密度 是 Hsp 的 部 分 


在 一 整 圈 超 螺旋 中 ,平均 大 约 有 7. 6 轿 双 螺旋 , 相 邻 两 圈 超 螺旋 以 一 个 浅 沟 几 乎 对 着 一 个 
深 沟 的 方式 排列 着 .由 中 央 图 的 位 置 一 3. 8 到 十 3. 8 测定 出 的 超 螺旋 的 螺 距 约 为 3. 0nm; 由 位 置 
一 2. 5 到 十 5. 0 测 出 的 值 为 最 小 , 约 2. nm 而 若 沿 着 超 螺旋 的 一 段 弧 所 测 的 螺 距 则 大 约 为 3.5 
nm。 在 0. 7nm 分 辩 率 下 , 尚 不 能 测定 每 圈 双 螺旋 中 实际 的 核 苷 酸 数目 ,估计 达到 0. 5nm 分 辩 率 
时 应 该 能 看 到 DNA 磷酸 盐 骨 架 扭 曲 的 精确 性 质 。 因 而 才 可 以 与 标准 的 Watson-Crick XX E 
进行 比较 .但 是 ,由 图 10. 8 可 以 看 到 ,DNA 双 螺 旋 绕 着 组 蛋白 八 聚 体 盘 旋 时 并 不 是 形成 一 个 非 
常规 划 的 超 螺 旋 , 而 是 在 若干 个 位 置 处 急剧 地 弯曲 或 者 可 能 缠 结 . 在 位 置 十 1 的 区 域 中 ,DNA 
的 弯曲 是 自身 的 弯曲 而 不 是 在 与 华 蛋 白 直 小 接触 的 方向 上 ,但 是 是 由 于 在 位 置 十 0. 5 处 与 组 蛋 
白 的 接触 所 致 ;在 位 置 十 4 处 也 具有 相似 的 弯曲 ,而 且 明 闻 地 也 是 由 于 在 位 置 十 3. 5 处 的 DNA- 
组 蛋白 接触 .在 二 重 轴 对 称 性 联系 起 来 的 点 一 1 和 一 4 处 也 有 相似 的 DNA 弯曲 ,从 图 10. 8 中 还 
可 看 到 , 深 沟 和 浅 沟 的 宽度 似乎 依赖 于 弯曲 的 程度 .测量 续 果 表明 ,在 十 1 处 , 浅 沟 的 宽度 在 核 
心 颗粒 内 面 为 0. ?nm, 在 外 面 增 加 至 1. 3nam; 与 此 相似 , 深 沟 的 内 外 宽度 分 别 为 1. 1nm 和 
2. 0nm ;在 最 弯曲 的 区 域 中 ,颗粒 内 面 上 浴 沟 比 浅 沟 更 为 紧缩 .最 紧 凌 的 DNA 弯曲 位 置 土 1 和 
士 4 正好 是 不 被 DNA Big I 消化 的 最 佳 位 置 . 由 于 DNA 外 侧 没有 和 蛋白质 密 误 , 所 以 DNA 不 同 
部 位 核酸 酶 酶 解 速 率 不 同 的 问题 不 能 用 简单 的 空间 障 每 效应 加 以 解释 ,而 很 有 可 能 是 由 于 
DNA BUE Gti SUE Pr P^ HEU EI SR RE FL ,或 是 由 于 DNA 与 组 蛋白 紧密 结合 而 降低 了 柔性 。 

10.2.2 组 蛋白 八 聚 体 及 其 与 DNA 的 相互 作用 

0. 7nm 分 辩 率 电子 密度 图 中 ,在 DNA 超 螺旋 的 内 侧 可 以 清楚 地 看 到 若干 个 高 电子 密度 
的 棒状 区 域 ,很 可 能 是 蛋白 质 的 “螺旋 ,显然 是 组 蛋白 的 位 置 , 见 图 10. 7。 组 蛋白 的 电子 密度 看 
来 没有 包 团 到 DNA 的 外 侧 , 也 没有 插入 到 DNA 超 螺旋 的 各 园 之 间 。 组 蛋白 与 DNA 超 螺旋 
的 一 - 端 到 另 一 端 欧 主要 接触 顺序 是 :H;, ,Hi ,H,,Hs,H;s,Hi,Hz,,H;,, 并 时 二 重 轴 对 称 关系 ,与 
图 10. 6 的 低 分 辩 率 模型 是 相符 的 。 

组 蛋白 几乎 与 每 一 图 DNA 双 螺 旋 都 有 接触 ,而 且 这 些 接触 都 仅 限于 在 DNA 超 螺 旋 的 内 
表面 。 其 中 ,如 图 10. 9 所 示 ,组 蛋白 H, 与 DNA 超 螺 旋 中 央 较 位 置 一 3.5 和 十 3, 5 处 的 浅 沟 有 明 
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显 的 接触 .此 外 ,组 蛋白 Ht DNA 位 置 从 土 4 到 土 5 有 次 要 的 接触 .Hs,* Hz 二 体 与 DNA 位 
置 一 3.5、 一 4. 5 以 及 一 6. 5 处 的 浅 沟 形成 接触 ， ` 


图 10.8 ”用 磷酸 酯 骨架 所 表示 的 DNA #109 日; 二 体 吧 其 与 DNA 起 螺旋 的 
双 曝 旋 折 和 琶 成 超 螺旋 的 模型 C 中 部 区 域 的 接触 

为 了 清楚 起 见 , 只 画 了 沿 超 螺旋 的 辅 方 向 观 黑色 处 代表 DNA ,白色 处 代表 Hi 

看 到 的 一 图 超 螺旋 。 分 子 的 二 重 轴 为 通过 位 


ot itr a 8 k Y d irn 


10.2.3 连接 DNA 与 组 蛋白 有, 揭 结 合 

我 们 知道 ,在 染色 质 中 相 邻 核 小 体 之 间 是 由 连接 DNA (linker DNA) 连 接 的 , 它 的 结构 沿 
不 清楚 ,而且 可 能 是 变化 的 .在 核 小 体 核心 颗粒 些 体 的 结构 分 析 中 也 不 可 能 包含 它 的 结构 ,但 
是 在 电子 密度 图 中 观察 到 DNA 位 置 0 的 两 侧 空 间 被 Hs, 分 子 所 填充 了 ,如 果 溶 渡 中 也 是 这 样 
的 话 ,那么 连接 DNA 将 会 伸延 到 位 置 +7 和 一 7 以 外 ,因而 不 可 能 是 篇 单 地 沿 着 由 DNA 中 央 
图 所 形成 的 平滑 的 超 螺 旋 的 路 径 . 此 外 ,由 于 Hz 分 和 子 伸展 到 颗粒 的 外 部 边缘 ,因而 会 使 连接 
DNA 与 分 子 的 二 重 轴 形 成 大 约 50 一 60* 的 角度 。 而 且 由 于 染色 质 含有 的 连接 DNA 都 很 短 ( 即 
0 一 10 个 碱 基 对 ) ,因此 很 有 可 能 襄 求 DNA 急剧 地 弯曲 或 缠 结 .从 DNA 在 核心 颗粒 末端 的 排 
列 可 推测 Hi 可 能 与 超 螺旋 的 两 个 未 端 相 结 合 ,从 而 形成 超 螺旋 到 连接 DNA 的 过 渡 。 


10.3 染色 质 的 X 射线 纤维 衍射 分 析 和 
染色 质 超级 结构 的 螺 线 答 模 型 


我 们 知道 ,在 细胞 分 裂 中 期 所 看 到 的 染色 体 是 由 染色 质 高 度 浓 缩 而 成 的 .也 就 是 说 ,染色 
质 上 共有 更 高 的 超级 结构 ,并 且 早 已 成 为 X 射线 衍射 方法 研究 的 课题 ,用 这 一 方法 已 经 对 各 种 
不 同 浓度 的 染色 质 胶 、 各 种 pH 值 或 金属 阳离子 的 影响 以 及 保留 或 除去 组 蛋白 H, 等 情况 下 产 
生 的 本 射 花样 作 了 大 基 的 研究 和 分 析 . 在 此 ,只 简单 介绍 最 重要 的 结果 和 公认 的 模型 ， 
10.3.1 染色 质 胶 纤维 样品 的 制备 和 X 射线 衍射 方法 
鼠 肝 细胞 核 经 微 球菌 核酸 酶 简单 消化 后 所 制备 的 天 然 染 色 质 ,长 度 约 为 10 一 100 个 核 小 
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体 , 平 均 为 40 个 ,A. Klwg 等 人 用 这 种 样品 配制 在 0. 2mmol/] MgC1,. Smmol/l Tris-HCl pH 
7. 4,0. 1mmol/1 NaN,,0. 2mol/1 2& FF ik Bt RUA il P. 30000r/min 离心 2 - 
12 小 时 ,得 到 染色 质 浓度 约 为 20% (W/W) 的 离心 沉降 物 .然后 立即 用 -- 个 
细 长 的 玻璃 棒 将 这 种 染色 质 胶 准 入 个 1. Omm 的 硅化 了 的 玻璃 毛细 管 中 ， 
并 用 腊 封 上 毛细 管 .在 毛细 管 上 涂 一 点 BaF,, 它 将 给 出 尖锐 的 0. 358nm 反 Q 
射 , 作 为 测量 的 标准 参照 -用 X 射线 纤维 衍射 法 拍摄 衍射 照片 , 见 图 10. 10. 
样品 与 底片 的 距离 为 11 或 15cm, 曝 光 2 一 4 天 。 
10.3.2 染色 质 的 螺 线 管 模型 图 10.10 20% 
在 从 射 花样 中 ,可 以 看 到 有 一 个 明显 的 尖锐 的 11. Onm 反射 .此 外 还 有 (W/W) 的 染色 质 
5. 7nm ,3. 8nm 和 2. 8nm 的 反射 等 .虽然 只 有 很 少 几 条 反射 .但 是 根据 生物 RU X 射线 纤维 
化 学 知识 和 电镜 观察 中 看 到 的 螺 线 管 结构 等 资料 ,A. Klug 等 人 证 明了 上 fate 
XS XX 射线 衍射 花样 中 的 11. Onm 反射 是 由 螺 线 管 的 各 图 之 间 的 重复 的 间距 


1 
~ linm | 
图 10.11 染色 质 的 螺 线 管 模 型 图 10.12 在 有 组 蛋白 Hi 存在 和 无 Hi 的 情况 下 
核 线 折 码 成 螺 线 管 形 , 妮 距 约 为 1lnm 。 f 染色 质 超级 结构 的 示意 图 
每 个 椭 贺 体 代表 一 -个 核 小 体 , 外 部 


盘 绕 的 粗 线 代表 DNA 双 媒 旋 


所 产生 的 ,而 不 是 由 于 核 小 体 ( 直 径 约 10onm) 之 间 沿 着 核 线 的 重复 间距 产生 的 ,也 就 是 说 , 螺 线 

管 各 圈 之 间 的 间距 为 大 约 11nm, 因 而 为 染色 质 的 超级 结构 提出 了 一 个 螺 线 管 模型 , 见 图 

10, 11。 此 外 ,实验 还 表明 ,这 种 螺 线 管 结构 需要 组 蛋白 H 存 在 ,才能 稳定 .如 果 H, 不 存在 , 则 

不 能 形成 高 度 有 序 的 螺 线 管 结构 , 见 图 10. 12 中 的 示意 图 ,图 中 表示 螺 线 管 每 图 的 核 小 体 数 
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目 . 图 的 左下 方才 示 在 低 离子 强 上 度 下 含有 也, 的 染色 质 的 超 结 构 是 相当 不 规则 的 , 随 着 离 季 强 
度 增 加 ,逐渐 形成 规则 的 螺 线 管 结 构 , 而 每 图 中 所 包含 的 核 小 体 数目 也 随 之 增加 ,图 的 右 下 方 
表示 不 存在 有 理 ! 时 , 则 观察 不 到 高 度 有 序 的 结构 。 

染色 质 的 这 种 螺 线 管 结构 模型 与 在 电镜 下 观察 到 的 核 中 的 30nm 直径 的 “ 线 ” 是 有 关系 
的 .这 些 螺 线 答 是 否 再 进一步 浓缩 以 及 染色 体 中 其 他 组 分 如 非 组 蛋白 等 起 什么 作用 等 问题 , 竺 
进一步 研究 。 
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在 生物 的 组 成 物质 中 , 糖 类 是 最 早 被 人 们 所 研究 和 认识 的 , 单 糖 、 双 糖 , 窒 聚 糖 等 小 分 子 以 
及 淀粉 ,纤维 素 等 多 聚 物 大 分 子 ,都 是 天 然 物 质 , 天 然 糙 类 往往 是 动 植物 结构 材 对 的 主要 成 分 
以 及 营养 特别 是 能 量 贮 备 的 主要 来 源 .19 世 纪 末 和 20 世 纪 初 ,已 经 弄 清 楚 了 它们 的 化 学 组 成 和 
结构 ,并 早已 用 X 射线 衍射 方法 来 研究 它们 的 立体 结构 ,其 中 作为 天 然 大 分 子 的 淀粉 和 纤维 
素 , 由 于 都 是 由 … 种 单 糖 ( 葡 萄 糖 ) 缩 合 而 成 的 ,结构 相对 地 来 说 较为 简单 ,在 20 世 纪 30 年 代 就 
开始 用 XX 射线 衍射 技术 初步 研究 了 它们 的 立体 结构 (虽然 现在 看 来 许多 模型 不 完全 正确 ) .后 
来 人 们 以 为 关于 糖 类 的 问题 ,包括 结构 和 生物 功能 等 ,都 已 经 基本 上 解决 了 ,因而 糖 类 的 研究 
工作 在 相当 长 的 一 段 时 间 内 不 为 人 们 所 重视 ,研究 工作 未 得 到 深入 的 发 展 . 但 是 ,在 1970 年 前 
后 ,由 于 免疫 学 研究 和 生物 膜 研究 的 进展 ,例如 指出 了 抗体 是 一 种 含有 共 价 连接 的 糖 类 的 蛋白 
质 大 分 子 : 了 解 了 生物 膜 上 存在 着 若干 寡 聚 糖 链 , 糖 蛋白 和 糖 脂 在 生物 膜 中 具有 重要 地 位 等 。 
而 且 由 于 越 来 越 多 的 复合 多 糖 被 发 现 , 例 如 血浆 蛋白 质 和 许多 酶 都 是 糖 蛋 白 , 神 经 节 则 有 种 类 
繁多 的 糖 脂 , 以 及 很 多 具有 重要 生物 功能 的 物质 如 核酸 .神经 节 苷 脂 、 某 些 抗菌 素 、 毒 素 、 凝 集 
素 以 及 血型 活性 物质 等 , 均 属 于 合 糖 的 复合 物 等 等 ,推动 了 人 们 重新 把 兴趣 转移 到 糖 类 的 研究 
上 ,研究 的 起 点 ,仍然 是 关于 糖 类 的 化 学 结构 和 立体 结构 。 

实际 上 ,与 蛋白 质 和 核酸 相 比 ,多 糖 的 结构 测定 包括 化 学 结构 和 立体 结构 的 分 析 看 来 是 最 
难 解决 的 .对 于 X 射线 衍射 方法 来 说 ,这 首先 是 由 于 制备 合适 的 样品 是 困难 的 ;而 且 ,上 应 于 得 
不 到 很 好 的 衍射 图 ,因而 需要 用 大 量 的 计算 机 机 时 来 评价 各 种 可 能 的 模型 的 正确 性 .这 也 就 是 
为 什么 虽然 人 们 最 早 是 从 糖 类 的 结构 开始 研究 生物 的 组 成 ,而 且 从 20 世 纪 30 年 代 就 对 多 糖 进 
TT X 射线 衍射 研究 ,但 至 今 尚 未 有 确切 的 结构 模型 的 原因 。 

多 糖 是 由 一 种 或 几 种 单 糖 或 单 糖 的 入 生物 以 糖苷 键 相连 接 成 的 生物 大 分 子 .最 常见 的 是 
以 D- 葡 萄 糖 为 建造 单元 的 多 糖 ,如 纤维 素 ,淀粉 . 糖 元 等 , 见 图 11. 1. 此 外 ,作为 多 糖 的 建造 单 
元 的 其 他 单 糖 或 衍生 物 还 有 如 DD- 甘露 糖 ,D- 或 L- 半 和 乳糖,D- 木 糖 ,L- 阿 拉 伯 糖 ;D- 氨 基 葡 萄 
糖 .D- 氨 基 半 和 乳糖,D- 甘 露 糖 胺 丙酮 酸 以 及 D- 葡 萄 糖 酸 ,D- 半 乳糖 醛 酸 和 DD- 填 馆 糖 醛 酸 等 。 


11.1 ZAAR 


与 蛋白 质 的 多 肽 链 和 核酸 的 糖 -磷酸 骨架 相似 ,多 糖 链 中 也 有 几 个 可 以 自由 旋转 的 构象 
角 , 因 而 也 可 具有 各 种 各 样 的 构象 ,形成 稳定 的 三 维 立体 结构 。 在 本 书 中 ,我 们 主要 以 纤维 素 和 
淀粉 的 结构 为 例 加 以 说 明 。 

11.1, 1 Umso ra 

ZS 8380698 A D bU 3 Z u] A PETRI AR R ARRA XE AEL. 2.38 3€ 
椅 式 比 船 式 稳定 得 多 .。 环 碳 上 的 10 个 取代 的 原子 团 按 空间 位 置 可 分 为 两 类 ,一 类 儿 乎 垂直 于 环 
平面 , 称 为 直立 键 (axial bond), 一 般 用 虚线 表示 ; 另 一 类 几 平 平行 于 环 平面 , 称 为 平 伏 键 
Cequatorial bond), 用 实 线 表示 ,在 平 伏 键 位 置 处 的 取代 为 能 量 低 的 状态 ,因为 与 其 他 取代 基 
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图 11.1 几 种 常见 多 糖 的 化 学 结构 
Ga £T AER CB-1 4 3ECEE RD (COO Yr ERES (G1 AME FR RO CO E REI Cai 40 TERRE DL. al, 
6-MEF BE GO LL CDGE BELLIS (H D- LAE ERE REOR ZLBL-SCIE ELEME DI B1, 5 ET RE) 


团 之 间 较 少 有 立体 障碍 ,这 对 于 大 的 取代 基 团 来 说 更 为 重要 ,图 11. 3 表明 了 两 种 异 头 物 
(anomere) B} e-D- 葡 萄 糖 和 BrD- 葡 萄 糖 的 椅 式 构象 ,还 可 看 到 比 互 大 的 一 DH 基 团 和 
一 CH:OH 基 团 都 是 在 平 伏 键 的 位 置 。 
1.1.2 多 糖 链 的 构象 角 
多 糖 中 的 单 糖 单元 以 刚性 的 环 式 存在 ,如 DD- 葡萄 糖 以 椅 式 的 吡 哺 环 型 式 存在 ,正如 可 将 
刚性 的 肽 链 平 面 菇 团 看 成 多 肽 链 中 的 结构 单元 那样 ,按照 IUPAC-IUB( 国 际 基 本 与 应 用 化 学 
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[811.2 MERRER OMMAN ERR 
图 中 a 表示 直立 键 ,e 表示 平 伏 键 


ia ch) 


图 11. 3 D-ESSBERSUPSRpSRXSOMI 
Ca)a-D- Rl 4838, (0 8-D-f s t 


联合 会 -国际 生物 化 学 联合 会 ) 的 定义 ,在 多 糖 链 中 ,以 1,4- 连 接 的 糖苷 键 , 有 两 个 可 以 自由 旋 
FERIHA UFU 几 以 1,6- 连 接 的 糖苷 键 , 有 三 个 握 角 $.y fl o MEL. 4。 从 图 中 可 以 看 到 ,由 于 
糖苷 酯 键 的 类 型 和 糖 环 上 取代 基 团 等 不 同 ,多 糖 的 构象 也 会 不 同 .例如 B-1,4- 糖 苷 酯 键 连 接 的 
BD- 葡 萄 糖 多 聚 物 (如 纤维 素 等 ) 可 以 形成 直 链 ,每 个 葡萄 糖 单 元 相对 于 前 一 个 翻转 了 180" ;而 
o-1 4 RETE RE BERE TRU] -D- 和 葡萄 糖 多 聚 物 (如 直 链 淀粉 和 糖 元 等 ) ,由 于 空间 障碍 ,多 糖 链 自然 
地 转弯 ,不 可 能 形成 直 链 。 


1.2 £989 X 射线 衍射 分 析 方法 


人 们 已 对 多 种 多 糖 进行 了 X 射线 衍射 结构 分 析 工 作 ,原子 坐标 已 存 入 蛋白 质 晶体 学 库 中 
的 已 有 琼脂 粮 ,、 软 肯 素 -4- 硫 酸 、 软 骨 素 -4- 硫 酸 钙 盐 ,透明 质 酸 钠 盐 、 透 明 质 酸 钙 盐 、 角 叉 胶 \ 硫 
酸 角质 素 以 及 被 膜 多 糖 等 ,在 此 ,我 们 仅 以 最 常见 的 多 粮 即 纤维 素 和 淀粉 为 例 加 以 说 明 。 

11.2.1 HERK X 射线 衍射 分 析 方 法 

纤维 素 是 自然 界 中 存在 最 为 广 证 的 多 糖 之 一 ,棉花 、 麻 和 树木 等 都 含有 大 量 纤维 素 , 例 如 
棉花 和 麻 中 90%% 的 成 分 是 纤维 素 。 天 然 纤 维 素 不 溶 于 水 ,分 子 量 为 5 万 道 尔 顿 以 上 ,成 纤维 状 。 
因此 ,可 用 义 射 线 纤维 衍射 方法 进行 结构 研究 ,C. Trogus 等 人 n2 早 在 30 年 代 就 开始 了 这 一 
研究 ,由 于 纤维 率 分 子 的 排列 具有 较 好 的 规则 性 ,因而 给 出 了 反射 数目 虽然 不 多 但 却 具有 特征 
的 纤维 衍射 图 , 见 图 11. 5, 成 为 鉴别 纤维 素 的 最 直接 的 方法 之 一 ,由 纤维 衍射 花样 还 可 以 测定 
晶 胞 参数 和 确定 空间 群 等 ,但 由 于 难以 精确 测定 绝 形 反射 的 中 心 位 置 ,所 以 曲 胞 参数 有 误差 。 
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图 11.4 多 精 链 的 构象 角 
GO, CO (c). 分 别 为 以 a 1,4, 8-1.4-DL E a-1.6-W8 F SUEDE EG DLE f 


(a) ao 


EILS 天 然 的 (a) 和 经 丝光 处 理 的 (b) 麻 纤维 素 的 纤维 衍射 照片 
样品 与 底片 的 距离 为 61. 5mm 


根据 纤维 衍射 花样 和 已 知 的 立体 化 学 及 构象 知识 ,可 计算 和 推测 纤维 素 的 三 维 立 体 结构 模型 。 
实验 表明 ,各 种 来 源 的 天 然 纤维 素 的 结构 是 相同 的 ,只 是 结晶 性 的 程度 有 所 不 同 ,。 天 然 纤维 素 
都 是 链 状 的 ,在 纤维 轴 方 向 的 重复 距离 为 1. 03nm 左右 。 关 于 纤维 素 分 子 的 立体 结构 以 及 它们 
在 唱 胞 中 的 排列 情况 ,如 究竟 是 平行 排列 还 是 反 平行 排列 等 ,提出 多 种 模型 ,然后 进行 理论 计 
算 ,并 采用 最 小 二 条 修正 法 进行 结构 参数 修正 ,可 将 理论 值 与 观察 到 的 衍射 花样 和 衍射 强度 等 
相 吻 合 的 模型 认为 是 接近 真实 的 纤维 素 结构 和 它们 的 排列 方式 。 

天 然 纤 维 素 又 叫做 纤维 素 I ,以 区 别 于 经 过 人 工 处 理 的 各 种 纤维 素 和 纤维 素 的 入 生物。 对 
纤维 率 的 某 些 往 生物 如 硝酸 纤维 案 ,醋酸 纤维 束 等 以 及 经 过 丝光 处 理 的 碱 的 加 成 化 合 物 即 纤 


AER 1 和 经 过 在 氨水 中 膨胀 后 的 纤维 素 等 也 进行 了 X 射线 纤维 衍射 研究 ,其 中 有 些 禅 品 可 
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以 给 出 比 天 然 纤 维 素 更 好 的 纤维 衍射 花样 。 

11.2.2 ”淀粉 的 样品 制备 和 XX 射线 衍射 分 析 方 法 

淀粉 在 自然 界 中 通常 以 小 的 颗粒 状态 存在 ,因此 早期 的 X 射线 衍射 研究 是 用 天 然 淀粉 粒 
或 用 淀粉 溶液 在 不 同 温度 下 人 慢 慢 蒸发 后 所 制备 的 样品 ,用 粉末 照相 法 进行 的 .1930 年 由 R. 
Katz 等 人 .22 首次 报道 了 淀粉 的 X 射线 入射 花样 ,发 现 按照 粉末 图 花样 的 不 同 ,天 然 淀粉 至 少 
可 分 为 三 类 ,分 别称 为 A 型 淀粉 (谷物 的 淀粉 属于 此 类 )、B 型 淀粉 ( 块 蕉 和 马铃薯 等 的 淀粉 属 
于 此 类 ) 以 及 C 型 淀粉 (植物 中 极为 少见 的 淀粉 ), 见 图 11. 6。 后 来 ,又 用 从 淀粉 粒 中 提取 并 沉 
淀 分 离 出 来 的 直 链 淀粉 及 其 各 种 衍生 物 的 样品 或 微 晶 进 行 粉 末 衍 射 照相 法 研究 ,得 到 了 一 些 
较 好 的 粉末 衍射 花样 ,而 且 表 明了 直 链 淀粉 的 衍射 花样 与 相应 的 淀粉 粒 的 相同 .粉末 照相 法 是 
用 CuK, (Ni 滤波 ) ,样品 至 图 简 形 底片 的 距离 为 3 一 5cm。 样 品 厚度 约 l1mm, 放 于 薄 壁 的 玻璃 小 
室 中 ,曝光 照射 ,收集 X 射线 衍射 数 据 。 


(b) 


图 11.6 人 A 型 淀粉 (a)》、B 型 淀粉 (b) 以 及 C 型 淀粉 (c) 的 XX 射线 粉末 衍射 花样 


除了 用 粉末 衍射 照相 法 研究 淀粉 的 结构 以 外 ,用 纤维 衍射 法 可 期 望 能 得 到 比 粉 末 图 记录 
的 反射 数目 更 多 的 纤维 衍射 伦 梯 ,因而 给 出 较 多 的 结构 信息 和 较 好 的 结构 分 析 结 果 。 但 是 , 纤 
维 衍射 法 要 求 样品 中 分 子 是 定向 排列 的 .淀粉 粒 和 直 链 淀粉 本 身 不 能 给 出 好 的 纤维 入 射 图 ,而 
是 将 直 链 淀粉 先 制 成 非 亲 水 性 的 入 生物 ,并 将 其 拉 成 细 丝 ,然后 在 保持 分 子 定向 的 条 件 下 ,再 
使 衍生 物 变 回 到 原来 的 直 链 淀粉 , 即 可 用 纤维 衍射 法 拍摄 到 直 链 淀粉 本 身 的 X 射线 纤维 入 射 
图 ,例如 ,H-C.H. Wu 等 人 95 先 将 直 链 淀粉 进行 乙酰 化 , 制 成 三 乙酸 纤维 素 , 在 170C 下 在 甘 
油 中 被 拉 长 500% ,成 为 分 子 定向 排列 的 固态 细 丝 .将 3 一 10cm 长 的 细 丝 绷 紧 固 定 在 不 锈 钢 钳 
子 上 ,浸没 在 0. 2mol/1 KOH 的 75 闻 乙醇 溶液 中 24 小 时 ,以 去 乙酰 化 。 所 产生 的 碱 直 链 淀粉 在 
85C 下 放置 于 相对 湿度 为 80 儿 的 空气 中 12 天 ,然后 在 90C 下 于 相对 湿度 为 100% 的 空气 中 再 放 
置 6 天 , 即 可 形成 A 型 直 链 淀粉 纤维 (对 于 B 型 直 链 淀粉 纤维 来 说 , 则 是 在 与 上 述 同样 高 的 相 
对 湿度 中 ,但 放置 在 常温 下 ,然后 在 热 水 中 加 热 而 形成 的 )。 用 上 述 纤维 在 80% 相 对 湿度 的 空气 
中 拍摄 X 射线 纤维 衔 射 图 , 见 图 11. 7。 为 了 记录 到 较 高 分 辩 率 的 反射 ,可 将 纤维 进行 回 摆 。 从 
纤维 衍射 图 可 以 计算 晶 胞 参数 .测定 空间 群 , 并 利用 立体 化 学 知识 提出 模型 进行 理论 计算 .能 
量 优 化 计算 等 ,并 与 实际 观察 到 的 衍射 花样 和 衍射 强度 进行 比较 ,根据 吻合 程度 判断 模型 正确 
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图 11.7 A 型 直 链 淀粉 的 纤维 衍射 照片 


11.3 多 糖 的 立体 结构 


多 糖 链 的 构象 是 多 种 多 样 的 .现在 已 经 知道 的 就 有 见 类 ,如 由 链 形 分 子 所 形成 的 片 层 结 
构 .由 螺旋 形 分 子 所 形成 的 空心 螺旋 结构 以 及 松散 结合 的 链 状 结构 等 .我 们 仍 以 纤维 素 和 淀粉 
为 例 分 别 介绍 前 两 类 结构 的 特点 。 

11.3.1 纤维 素 的 立体 结构 

纤维 崇 存 在 于 大 多 数 植物 细 胸 壁 中 .纤维 素 分 子 中 ,B-D- 葡 萄 糖 结 均 单 元 以 中 1,4- 糖 音 酯 
键 连接 成 链 形 构象 的 多 聚 物 , 见 图 11. 1。 纤 维 素 的 分 子 量 高 达 5 万 以 上 . 约 2000 条 链 状 的 纤维 素 
分 子 以 氨 键 及 其 他 非 共 价 结合 的 相互 作用 形成 捆 , 8 6829 10—25nm ;#20004- Z # B) 383 RR 
一 根 微 纤维 Cmicrofibril); 由 许多 微 纤 维 再 组 成 在 光学 显微镜 下 可 以 看 到 的 一 个 粗 纤 维 
GnacrofibriD , Ej X 射线 纤维 街 射 花样 所 计算 和 推测 的 天 然 兰 麻 纤 维 素 的 模型 见 图 11. 8797, 
这 是 纤维 索 I 的 一 个 反 平行 排列 的 模型 . 链 状 的 天 然 纤 维 素 分 子 反 平行 交错 排列 ,并 以 氨 键 祖 
联系 堆积 成 片 屋 状 的 三 维 结构 。 

11.3.2 淀粉 的 立体 结构 

淀粉 几乎 与 纤维 素 一 样 广泛 地 存在 于 植物 中 ,。 它 与 动物 的 粮 元 相似 ,是 贮存 能 量 的 物质 。 
淀粉 分 子 在 淀粉 粒 中 堆积 贮藏 起 来 .这 些 贮备 物 的 堆积 是 结构 化 的 ,因而 在 一 般 梢 况 下 不 被 干 
扰 , 而 一 旦 需要 时 ,淀粉 粒 中 的 淀粉 分 子 极 易 受到 影响 而 被 充分 地 利用 。 直 链 淀粉 是 o-D- 葡 萄 
糖 结 构 单元 以 a-1,4- 精 苷 栈 键 所 连接 成 的 多 育 物 ,分 子 量 约 为 6 万 左右 ,相当 于 300 一 400 个 葡 
萄 糖分 子 缩合 而 成 。 ' 

尽管 关于 淀粉 的 入 射线 衍射 花样 的 首次 报道 是 早 在 20 世 纪 30 年 代 -:35 ,但 是 要 对 其 结晶 
性 排列 得 到 毫 不 含糊 的 了 解 则 至 今 尚 未 完全 成 功 -. 人 们 已 提出 了 若干 种 结构 模型 ,其 中 下 . 
Kainuma 和 D. French-0 于 1972 年 提出 的 B- 多 蝇 型 淀粉 模型 为 一 个 双 股 的 螺旋 。 而 现在 被 人 
们 所 接受 的 模型 是 H-C, H. Wu SE A-0005! M, X 射线 衍射 研究 所 推测 出 的 A 型 直 链 淀粉 和 BB 
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图 11.8 RATRE RKA I MIME SI p SC BUM 
(a) 重 直 于 纤维 轴 方向 的 投影 ;tb) 沿 纤维 轴 方向 的 授 影 ;Ce) 纤 维 素 分 子 的 堆积 方式 示意 图 


型 直 链 淀粉 的 模型 ,分 别 示 于 图 11. 9 和 图 11. 10。 两 者 均 为 反 平 行 堆积 的 右手 双 股 螺旋 模型 ,是 
其 有 空心 螺旋 的 类 型 .每 股 螺 旋 中 每 圈 为 6 个 葡萄 糖 残 基 , 即 螺旋 分 子 具 有 六 重 螺旋 轴 对 称 性 ， 
重复 周期 为 2. 08nm。 但 是 ,两 个 模型 中 的 双 螺 旋 在 晶 胞 中 的 堆积 方式 有 相当 大 的 差别 .在 B 型 
直 链 淀粉 模型 中 , 双 噬 旋 围绕 着 一 个 大 的 空 腔 排 列 着 , 空 腔 中 有 水 分 子 ;而 在 A 型 直 链 淀粉 模 
型 中 ,此 空 腔 为 一 个 双 股 螺旋 所 占据 。 

必须 指出 的 是 ,上 面 所 描述 的 纤维 素 和 淀粉 的 分 子 结 梅 以 及 它们 的 堆积 方式 等 ,仍然 只 是 
到 现在 为 止 较为 合理 的 模型 而 已 .关于 它们 的 结构 仍 在 继续 进行 研究 ,而 且 除 了 X 射线 衍射 
分 析 法 以 外 ,还 报道 了 用 电子 衍射 方法 、 中 子 衍射 方法 以 及 核磁 共振 方法 等 的 研究 结果 ,对 一 - 
些 问 题 还 有 争议 .例如 淀粉 结 梅 中 究竟 是 左手 还 是 右手 螺旋 ?每 圈 螺 旋 有 几 个 葡萄 糖 残 基 ? 是 
单 股 螺旋 还 是 双 股 嵘 旋 ? 螺 旋 之 问 堆 积 的 方式 是 平行 的 还 是 反 平行 的 等 等 .例如 对 于 上 述 现在 
为 人 们 所 接受 的 A 型 淀粉 的 模型 已 有 不 少 学 者 提出 异议 ,1988 年 A. Imberty 等 人 -提出 了 
一 个 与 其 大 不 相同 的 新 模型 , 见 图 11. 11 和 图 11. 12。 在 这 个 模型 中 , 唱 格 为 单 斜 点 阵 ,a = 
2.124nm,5 二 1.172nm,c 二 1. 069nm,7 二 123. 5*; 空 间 群 为 B2; 每 个 唱 胞 中 含有 12 个 葡萄 糖 残 
基 , 它 们 位 于 两 个 左手 平行 的 双 螺 旋 中 ,这 两 个 双 螺 旋 以 平行 的 方式 堆积 着 ,螺旋 轴 平 行 于 € 
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图 11.9 人 入 型 让 链 淀 粉 的 分 王 结 构 和 堆积 方式 的 模型 


[e Soei 


图 11. 10 B 型 直 链 淀粉 的 分 子 结构 和 堆积 方式 的 模型 
轴 ;4 个 水 分 子 位 于 这 些 螺 旋 之 间 。 这 个 新 的 结构 模型 是 在 综合 了 A 型 淀粉 的 单 电 电子 衍射 X 


射线 粉末 衍射 花样 以 及 根据 过 去 已 报道 过 的 X 射线 纤维 衍射 数据 恒 新 指标 化 后 所 分 析 的 结 
果 而 提出 来 的 。 
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图 11. 11 A 型 淀粉 的 左手 平行 必 螺 旋 模 型 
(a) 两 条 左手 螺旋 的 直 链 淀粉 单 链 所 形成 的 平行 左手 双 昌 旋 ,每 条 链 是 以 ze 一 2, 138nm HERR S ACE EE 
虚线 代表 氢 键 !(b) 每 个 晶 胸 中 的 两 个 左手 平行 双 螺旋 以 平行 的 方式 堆积 着 ， 钴 ) 代 表 水 分 子 , 舟 线 代 表 气 刍 
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图 11. 12 A 型 淀粉 的 结构 在 人 ab) 平面 上 的 投影 
ORAI T ERRAR 
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